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Resumen
La familia (Orchidaceae) se destaca como una de las méas importantes por contener
un gran ndmero de especies de alto valor econémico; en la actualidad dentro del
género Dracula se reconocen alrededor de 130 especies en el mundo y 56 especies se
encuentran descritas en el Ecuador, se recolectaron un total de 144 individuos de
Dracula en diferentes orquidearios dentro de las provincias de Pichincha y Carchi, se
realiz6 una identificacion molecular mediante el sistema BARCODE para determinar
la posible existencia de nuevas especies y la resolucion de problemas subgenéricos
de este género. La ausencia de floracion para su identificacion morfoldgica hace
recurrir a técnicas moleculares que permitan su eficaz identificacion. Se procedio a la
extraccion de ADN de las especies colectadas, posteriormente se amplificaron las
regiones cloroplasticas matK, rpoC1 y rpoB mediante la técnica PCR convencional
para su secuenciacion y finalmente se establecid la filogenia del género mediante el
software MEGA 6. Los resultados obtenidos mostraron que la region matK presenta
un buen potencial de discriminacion hasta el nivel de subseccion, los marcadores
rpoCl y rpoB no mostraron ser utiles para este estudio. Por lo cual se sugiere
investigar con nuevas regiones de ADN cloroplastico y nuclear que permitan resolver

las inconsistencias subgenéricas del género Dracula.

Palabras clave: Orchidaceae, Dracula, matK, rpoC1, rpoB, AND Barcoding



Abstract
The family (Orchidaceae) stands out as one of the most important because it contains
a large number of species of high economic value; At present, within the Dracula
genus around 130 species are recognized in the world and 56 species are described in
Ecuador, a total of 144 individuals of Dracula were collected in different orchids
within the provinces of Pichincha and Carchi, molecular identification through the
BARCODE system to determine the possible existence of new species and the
resolution of subgeneric problems of this genus. The absence of flowering for its
morphological identification makes use of molecular techniques that allow its
effective identification. We proceeded to the extraction of DNA from the species
collected, then the chloroplastic regions matK, rpoC1 and rpoB were amplified using
the conventional PCR technique for sequencing and finally the phylogeny of the
genus was established by the MEGA 6 software. The results obtained showed that
the matK region presents a good potential for discrimination up to the subsection
level, the rpoC1 and rpoB markers did not prove useful for this study. Therefore it is
suggested to investigate with new regions of chloroplastic and nuclear DNA that

allow to solve the subgeneric inconsistencies of the genus Dracula.

Key words: Orchidaceae, Dracula, matK, rpoC1, rpoB, AND Barcoding.



Introduccion
Para Aguilar (2003), la familia Orchidaceae es una de las mas extensas en géeneros y
especies en el mundo. Su gran complejidad para definir limites entre los géneros y
especies origina debates entre los cientificos que estudian esta familia. En la
actualidad se reconocen alrededor de 130 especies dentro del género Dracula,
distribuidas desde el sureste de Meéxico hasta Per(, pero con una mayor
concentracion en los bosques andinos de Colombia y Ecuador, donde se conocen 72
especies en Colombia y 56 especies en Ecuador (Luer, 1993; Calderdn y Farfan,
2003; Pupulin, Merino y Medina, 2009; Baquero Rivadeneira y Moncayo Céardenas,

2017).

La identificacion correcta de especies pertenecientes a la familia Orchidaceae no ha
sido del todo posible con base unicamente en la morfologia (Aguilar, 2003).
Complementario a los estudios de tipo morfoldgico, se presentan los estudios de tipo
molecular, los cuales se basan en técnicas de biologia molecular y particularmente en
el uso de marcadores moleculares; con lo cual se ha permitido conocer y caracterizar
el contenido genético de los organismos permitiendo identificarlos en estado

vegetativo segn Créutlein, Korpelainen, Pietildinen, y Rikkinen (2011).

En el Ecuador son escasos los estudios moleculares especificamente del género
Dracula, siendo los de méas prevalencia los estudios morfolégicos y segin Molineros
(2012), la ausencia de floracion durante largos meses, hace recurrir a técnicas
moleculares que permitan su eficaz identificacion. Durante los ultimos afios en los
paises donde crecen especies del género Dracula ha existido una amenaza hacia estas
especies vegetales, generada por el crecimiento de la frontera agricola, la extraccion

maderera, el cambio en el uso del suelo, entre otros (Carrion, 2009).



Existen estudios a nivel general de orquideas sobre diversidad genética como se cita
a continuacion: En el trabajo de Carrion (2009) acerca de “Identificacion de
Orquideas Epifitas del Ecuador mediante DNA Barcoding.” Donde veintidds
especies de tres subtribus morfolégicamente ya identificadas, se analizaron
filogenéticamente utilizando el DNA de tres regiones, dos de plastidos matK, trnL-F
y una regién de DNA nuclear ITS; la autora precisa que, la region apropiada para

barcoding es matK por presentar mayor variabilidad.

Un segundo trabajo presentado por Cuéllar (2011) donde se realizd “Codigo de
barras genéticos de algunas orquideas veracruzanas bajo riesgo de extincion”.
Obtuvieron secuencias de las regiones de ADN de cloroplasto matK y rbcL como los
codigos de barras estandares en veinte especies de orquideas protegidas de Veracruz
en México. Como resultado obtuvieron que matK fue la mejor region como codigo
de barras genético logrando identificar 100% de las muestras; por el contrario rbcL

pudo identificar al 80% de las muestras.

El objetivo general del presente estudio es identificar molecularmente especies de
orquideas del género Dracula mediante el sistema BARCODE para determinar la

posible existencia de nuevas especies y resolver problemas de este grupo.

Con este fin se colectaron muestras de tejido de especies del género Dracula
procedentes de orquidearios, viveros y jardines botanicos del Ecuador para la
extraccion de su ADN; posteriormente se amplificaron las regiones cloroplasticas
matK, rpoC1 y rpoB mediante la técnica PCR convencional con el propoésito de
evaluar el potencial de discriminacion a nivel de especie, ademas con la herramienta

MEGA 6 se analizo la filogenia del género Dracula.



Capitulo |
1. Marco conceptual
1.1 Familia Orchidaceae
El particular nombre de esta familia proviene de la palabra griega orkhis, que
significa testiculos y fue atribuida por Teofrasto de Ereso (371 — 286 a.C.) para
nombrar en su obra “De causis plantarum” (Molineros, 2012). La distribucién es
sumamente amplia, con mayor diversidad en los tropicos y en las montafas

tropicales (Herber, 2014).

La Familia Orchidaceae es catalogada una de las mas extensas angiospermas; segun
The Plant List (2017), en su portal web a nivel mundial existen registradas dentro de

la familia Orchidaceae 27801 especies y 899 géneros.

En el articulo “Dracula gigas es la orquidea emblematica de Carchi”, el Ministerio

de Turismo del Ecuador (2014) menciona:

El pais posee cuatro de las cinco subfamilias de orquideas existentes a escala
mundial, totalizando 4032 de las especies que hasta el momento han sido
clasificadas y publicadas, de las cuales 1714 son endémicas. Ademas, hay

400 especies que aln se encuentran en proceso de estudio y descripcion. (p.4)

Del total de estas especies aproximadamente el 40% son endémicas es decir que

habitan unicamente en este lugar del planeta (Aguilar, 2003).

Zambrano y Solano-Gémez (2011) mencionan que Ecuador se encuentra considerado
dentro de los 17 paises con mayor diversidad en el mundo, la familia Orchidaceae se
destaca como una de las mas importantes. Por estas razones, con el apoyo de la

comunidad cientifica internacional, en noviembre de 2013, Ecuador fue declarado



como "Tierra de las Orquideas" Seguido de Colombia y Per(, por contener la mayor

cantidad de taxones registrados (Ministerio de Turismo del Ecuador, 2014).

Morfologia floral de orquideas

o S6 l
A epalo dorsa

Pétalo lateral

Sépalo Iatl.irsg,

Label  dh

Sépalo lateral

Figura 1. Flor de orquidea (Odontoglossum crispum).
Nota: Ejemplificacion de la estructura floral generalizada de (Orchidaceae).
Fuente: (Singer, 2009)

Givnish et al. (2016), mencionan que las orquideas provienen de Australia hace 112
millones de afios, posteriormente se extendieron a los Neotropicos a través de la
Antértida por 90 millones de afios; el surgimiento de las orquideas se da cuando los
tres continentes estaban en estrecho contacto, la subfamila Apostasioideae aparece
cuando se separa del antepasado de todas las otras orquideas; asi mismo luego las
otras subfamilias Cypripedioideae, Orchidoideae, Epidendroideae y Vanilloideae
parecen haberse originado en los Neotropicos 84-64 millones de afios a lo largo de la
historia de las orquideas; el sudeste asiatico fue la fuente mas importante y maximizo

la diversificacion neta acelerada.




1.2 Taxonomia:

La taxonomia de la familia Orchidaceae esta en constante investigacion, al pasar el
tiempo se presentan nuevos estudios que permiten identificar elementos mas
clasificatorios (Cetzal-Ix, Carnevali, y Romero-Gonzalez, 2016). (Orchidaceae) se
encuentra actualmente en el orden Asparagales por el sistema APG Il de 2009 y

cuenta con cinco subfamilias que se indican a continuacion, ver Fig. 2 (Bremer et al.,

2009).

Reino: Plantae

Fhyllum: Angiospermas

Clase: Lilopsida

Orden: Asparagales u Orchidales

Familia: Orchidaceae (Herber, 2014)

Subfamilas de la familia (Orchidaceae)

— APOSTASIOIDEAE 2 genera and 16 species, south-western Asia

5 genera and 130 species, from the temperate
CYPRIPEDIOIDEAE regions of the world, as well as tropical
America and tropical Asia

15 genera and 180 species, humid tropical and
subtropical regions, Eastern North America

pe—— VAMNILLOIDEAE
Monandre

More tan 500 genera and more or

— EPIDENDROIDEAE
less 20,000 species, cosmopalitan

208 genera and 3,630 species,
cosmopaolitan

— JRCHIDOIDEAE

Figura 2. Subfamilias de la familia (Orchidaceae).
Nota: Se reconocen cinco subfamilias, el cladograma se ha realizado segun el sistema APG.
Fuente: (Bremer et al., 2009).

1.3 Importancia de la Familia:

La belleza de sus flores, su interaccidn ecoldgica con las micorrizas y sus agentes
polinizadores les brinda una gran atraccion en el mundo cientifico, turistico,
comercial 'y de conservacion a las especies de la familia Orchidaceae, lo que
conlleva a esta familia ser de gran interés de investigacion para este grupo de plantas

(Klaus, 2015).



Al ser epifitas en su mayoria, en los bosques estan estrechamente relacionadas con el
funcionamiento del ecosistema, siendo proveedoras de néctar, frutos o semillas, para

insectos y asi como también habitat para nidos de aves (Carrion, 2009).

1.4 Género Dracula

El extrafio nombre Dracula se deriva del latin que significa “pequefio dragon”, el
cual alude al raro aspecto de los dos espolones de sus sépalos (Sinchire, 2010). El
alusivo nombre propuesto por Luer contribuy6 a la popularidad de las colecciones
contemporaneas del género que hacian referencia al siniestro Conde de Transilvania
pero esto no tenia nada que ver con el nombre propuesto al género (Luer, 1993;
Pupulin, Merino, y Medina, 2009). En la antigiiedad las especies de Dracula que
actualmente se conocen fueron incluidas en el género Masdevallia, pero se convirtio
en un género separado a éste en 1978 (Calderon y Farfan, 2003). Dracula Luer es un
género de orquideas principalmente epifitas, aunque a veces llegan a ser terrestres,
que habitan en los bosques humedos y de neblina del neotropico y que pertenece a la

subtribu Pleurothallidinae (Zambrano y Solano-Gémez, 2011).

1.4.1 Descripcién botanica y morfologica

Las especies del género Dracula presentan hojas levemente coriaceas y carinadas,
sépalos internamente pubescentes, pétalos ensanchados y bilaminados o bivalvados
apicalmente, labelo generalmente sacciforme con venas radiales y divididas en un

hipoquilo y epiquilo (Luer, 1993; Pupulin et al., 2009). Ver figura 3.



Dracula gigas

Figura 3. Descripcion morfolégica de Dracula gigas.
A= Habito; B= Flor; C= Periantio seccionado; D= Pedicelo, ovario, columna y labelo, vista lateral; E=
Labelo, vistas de tres cuartos y ventral; F= Columna y ovario, vista ventral; G= Capucha de la antera 'y
polinario (tres vistas).

Fuente: (Pupulin et al., 2009).

Los tallos de la flor crecen derechos, pueden también crecer estos tallos entre las
raices, mientras otras aparecen colgando bajo la planta; la terminacién de las flores
es basicamente triangular; hay mas de un brote de la flor en cada racimo; estas flores
tienen un aspecto raro, debido a las colas largas en cada sépalo; los pétalos son

pequefios y un poco espesados; el labio es pequerio y discreto; la parte basal carnosa




del labio llamada hipoquilo se encuentra hendido y la parte terminal llamada el

epiquilo es redondeada y concava (Policha et al., 2016).

Raramente son terrestres y se encuentran en taludes humedos cubiertas de grandes
cantidades de hojarasca y de humos en forma de capas, pero en su gran mayoria las

especies de Dracula son epifitas (Pupulin et al., 2009).

1.4.2 Capsulas y semillas

Cada capsula puede contener entre 1300 a 4000000 semillas; las semillas de
orquideas son muy pequefias, 0.5-1 mm de ancho y 1-2 mm de largo las cuales se
encuentran cubiertas por una testa gruesa que encierra al embrion y esta testa esta
formada por un tejido muerto, compuesto hasta en un 96% de aire, de tal forma que
cada semilla puede ser considerada como un auténtico globo (Ledn y Molina, 2015).

Ver figura 4.

Semillas de orquideas

Figura 4. Estadios del desarrollo de protocormos de semillas de orquideas.

Nota: E1= produccién de uno 0 mas rizoides, E2= ruptura del testa, E3= formacion de la hoja
primordial, E4= aparicion de la primera hoja verdadera, E5= elongacién de la hoja verdadera y
aparicién de la raiz.

Fuente: (Leén & Molina, 2015)

Segun Baquero, Meyer, Vieira, y Larsen (2014), existen tres variables para que se
establezca una simbiosis funcional y se puedan desarrollar las semillas en un sustrato
determinado: 1) los requerimientos por los hongos, 2) la proximidad de las plantas y
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3) la disponibilidad de material en investigacion. Como cultivo en viveros este
género se desarrolla bien en macetas de plastico y al requerir una elevada cantidad de

humedad se usa como sustrato musgo (Sinchire, 2010).

1.4.3 Micorrizas

El término micorriza proviene de la fusion de dos palabras: mykes que significa
hongo y rhiza que significa raiz (Hoyos y Rodriguez, 2013). Las orquideas terrestres
tienen asociaciones mutualistas con hongos micorrizicos que se consideran
necesarios para la germinacion de las semillas y el crecimiento de estas plantas

(Ledn y Molina, 2015).

El habitat de las especies de Dracula, usualmente es degradado debido al alto nivel
de impacto humano a través de la agricultura, la sobreexplotacion de los bosques
para el uso comercial de la madera y quema en las tierras altas; estas modificaciones
ambientales reduce las posibilidades de establecer interacciones micorrizicas y por lo
tanto, afecta el patrén de distribucion de las especies de orquideas (Di Pardo et al.,

2015).

Los hongos micorrizicos de las orquideas forman hifas septadas y estructuras en
espiral en las raices conocidas como pelotones dentro de las células corticales
(Baquero et al., 2014). Las asociaciones de micorrizas de especies fungicas se han
clasificado como Rhizoctonia, Ceratorhiza, Moniliopsis y Epulorhiza; este Gltimo
género, Epulorhiza, es uno de los géneros mas comunes que forman micorrizas con
orquideas terrestres (Di Pardo et al., 2015). Mientras que algunas especies de
orquideas andinas en el Ecuador presentaron hongos micorrizicos en los géneros

teleomorficos Tulasnella y Sebacina (Hoyos y Rodriguez, 2013).



A diferencia de otras plantas una sola capsula de orquidea puede encerrar hasta dos
millones de semillas, y estas al no poseer tejido nutritivo de reserva requieren
obligatoriamente asociarse con hongos micorrizicos para la germinacion (Sinchire,

2010).
1.4.4 Polinizacion

Los mecanismos por los cuales las plantas en general atraen a los polinizadores
pueden ser diversos y a menudo multimodales, particularmente en sistemas
engafosos (Herber, 2014). Las orquideas Dracula no son ninguna excepcion, con
sefiales visuales y olfativas que contribuyen al éxito total en atraer visitantes

(Policha, 2014).

Uno de los aspectos mas interesantes de la naturaleza es comprender el sistema de
polinizacidn de las orquideas, los cuales son muy diversos, labiles y en la mayoria de
los casos la flores de orquideas atraen a su polinizador por engafio imitando otras
flores u organismos, y no se proporciona ninguna recompensa floral como el néctar,

granos de polen o aceites (Baquero et al., 2014).

Una de las principales caracteristicas de la flor de Dracula es un labio que se asemeja
a una tapa de hongo invertido Ilamada labelo; por esta razon, se sospecha que las
orquideas de este género imitan a los hongos para atraer a sus polinizadores, insectos

que completarian sus ciclos vitales en las setas (Policha et al., 2016).

Estas orquideas presentan olores caracteristicos poseen una ligera fragancia que
recuerda a los hongos y son polinizadas generalmente por moscas de la familia
Drosophilidae (Pupulin et al., 2009). Los insectos que se encuentran dentro del orden
diptero son relativamente pequerfios y especificamente los que se localizan dentro del

género Zygothrica, eliminan y depositan cargas de polen sobre las especies
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de Dréacula (Policha et al., 2016). Las moscas Zygothricas que son superficialmente
similares a las moscas de la fruta, completan parte de su ciclo de vida en las
superficies de hongos, donde se reproducen, ponen huevos y en algunos casos se

alimentan de tejidos de hongos o levaduras (Policha, 2014).
1.5 Diversidad y distribucion del género

El género Dracula tiene una distribucion amplia en el continente Americano, la cual
abarca desde México hasta Perd, pero su area excluye tanto las Antillas como
Venezuela, Bolivia y Brasil; la mayoria de las especies de Dracula se encuentran
entre 1500 y 2500 m de altitud, y muy pocas crecen al nivel del mar entre 200 y 300

m que representan tierras bajas y calidas (Pupulin et al., 2009)

Calderon y Farfan (2003), mencionan que las especies de este género se limitan a los
habitats montanos o submontanos de los Neotrdpicos; al ser epifitas se encuentran en
bosques maduros, alcanzando su maxima diversidad en los bosques himedos que

cubren las laderas de los Andes occidentales en Colombia y Ecuador.

Algunas especies de Dracula tienen rangos amplios de expansion como por ejemplo,
D. vespertilio que va desde Nicaragua hacia Ecuador, mientras que la mayoria son
localmente endémicos (Luer, 1993). D. vespertilio se ha encontrado en bosques
nubosos primarios no perturbados con alta humedad y luz solar indirecta (Pupulin et

al., 2009).

La mayoria de las especies florecen a lo largo del afio, con brotes que van desde una
sola flor por planta y hasta varias flores por planta, pero también se conoce que para
florecer algunas especies lo realizan solamente una vez al afio (Luer, 1993). Al
menos cuatro especies florecen abundantemente durante la estacién lluviosa,

particularmente de enero a marzo; por ejemplo, una de las especies es D. felix, la cual
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es comun que las flores permanezcan abundantemente, y a menudo tiene muchas
flores presentes al mismo tiempo en peddnculos individuales (Policha, 2014).
Frecuentemente se encuentran en el suelo donde han caido, o en ramas y troncos a 3

m del suelo, solos o en grupos (Policha et al., 2016).

Segun The Plant List (2017), existen 130 especies aceptadas dentro del género
Dracula; Luer (1993) las agrup0 en tres subgéneros, cinco secciones y dos
subsecciones, ver tabla 2. Segin Zambrano y Solano-Gomez (2011), se conocen 72
especies en Colombia y 56 especies en el Ecuador con una mayor concentracion en

los bosques andinos de estos paises, ver tabla 1.

En el Ecuador los registros reportan la distribucion de las especies Dracula en
diferente Provincias; en los andes, Dracula se encuentra: en Carchi, Imbabura,
Pichincha, Cotopaxi, Bolivar, Azuay y Loja; en la region costa, algunas especies
crecen en las provincias de Esmeraldas, Santo Domingo y El Oro; en las provincias
amazoénicas, Dracula se encuentra en Sucumbios, Pastaza, Morona Santiago y

Zamora Chinchipe (Baquero Rivadeneira y Moncayo Céardenas, 2017).

Tabla 1

Especies del género Dracula descritas en Ecuador.

1 Dracula alcithoe 2 Dracula 3 Dracula 4 Dracula 5 Dracula
Luer & R. Escobar andreettae andreettae chiroptera chiroptera
(Luer) Luer (Luer) Luer Luer & Malo Luer & Malo
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6 Dracula
chiroptera
Luer & Malo

7 Dracula 8 Dracula
chiroptera christineana
Luer & Malo Luer

9 Dracula
cordobae
Luer

10 Dracula
dalessandroi
Luer

11 Dracula
dalstroemii
Luer

13 Dracula
dodsonii
(Luer) Luer

12 Dracula
deltoidea
(Luer) Luer

14 Dracula
erythrocodon (Luer
& Dalstrom) O.
Gruss & M. Wolff

15 Dracula
erythrocodon (Luer
& Dalstrom) O.
Gruss & M. Wolff

16 Dracula felix
(Luer) Luer

17 Dracula 18 Dracula

fuligifera Luer

fuliginosa Luer

19 Dracula gigas
(Luer & Andreetta)
Luer

20 Dracula x
hawleyi Luer

21 Dracula hirsuta
Luer & Andreetta

22 Dracula hirsuta
var. xantina
Luer & Andreetta

Luer

23 Dracula hirtzii

24 Dracula hirtzii
var. xantina Luer

25 Dracula iricolor
(Rchb.f.) Luer & R.
Escobar
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26 Dracula x
kareniae
Luer y Dalstrom

27 Dracula
lafleurii
Luer & Dalstrom

28 Dracula
lafleurii
Luer & Dalstrom

29 Dracula
lafleurii
Luer & Dalstrom

30 Dracula levii
Luer

31 Dracula
lindstroemii
Luer & Dalstrom

32 Dracula lotax
(Luer) Luer

33 Dracula
mantissa
Luer & R. Escobar

34 Dracula marinii
Baquero

35 Dracula
marsupialis
Luer & Hirtz

36 Dracula
marsupialis
Luer & Hirtz

41 Dracula morleyi

Luer & Dalstrom

37 Dracula
marsupialis
Luer & Hirtz

42 Dracula
navarroorum
Luer & Hirtz

38 Dracula
marsupialis var.
xanthina Luer &
Hirtz

43 Dracula
papillosa
Luer y Dodson

39 Dracula
mendozae
Luer &V.N.M Rao

44 Dracula x
pinasensis
Zambrano &
Solano

40 Dracula mopsus
(F. Lehm &
Kraenzl.) Luer

45 Dracula
polyphemus
(Luer) Luer
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46 Dracula
portillae
Luer & Andreetta

47 Dracula psyche
(Luer & Andreetta)
Luer

48 Dracula
rezekiana
Luer & Hawle

49 Dracula
sibundoyensis
Luer & R. Escobar

-

50 Dracula x sijmii
Luer

51 Dracula simia
(Luer) Luer

52 Dracula smaug
Baquero & Gary
Mey

53 Dracula sodiroi
(Schltr.) Luer

54 Dracula sodiroi
(Shltr.) Luer

1

55 Dracula

soennemarkii
Luer & Dalst. Foto: G.
Iturralde

~I,
56 Dracula
terborchii
Luer & Hirtz

57 Dracula
trigonopetala
Gary Mey. &

Baquero

58 Dracula
trinympharum
Luer

59 Dracula
tubeana
(Rchb.F) Luer

60 Dracula
ubangina
Luer

61 Dracula
vampira
(Luer) Luer

i’ A

62 Dracula venosa
(Rolfe) Luer

63 Dracula
vespertilio
(Rchb.f.) Luer

64 Dracula
woolwardiae
(F. Lehm. ex
Kraenzl.) Luer

65 Dracula
woolwardiae

(F. Lehm. ex
Kraenzl.) Luer

Nota: En Ecuador se han descrito 55 especies, algunas se repiten en su distinto color.
Fuente: (Baquero Rivadeneira & Moncayo Cardenas, 2017)
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Tabla 2.

Clasificacion subgenérica actual del género Dracula

Subgénero | Seccion Subseccion | Series Especies representativas
Xenosia D. xenos
Sodiroa D. sodiroi
Dracula Andreettaea D. andreettae
Chestertonia D. chestertonii
Cocliopsia D. cochliops
Dodsonia D. dodsonii
Dracula Costatae D. felix
Dracula Parviflorae D. lotax
Grandiflorae- | D. gigas
parvilabiatae
Dracula D. chimaera

Nota: Subgéneros, secciones, subsecciones y series se definieron principalmente por caracteristicas
florales distintivas, asi como morfologia externa de los ovarios.
Fuente: (Luer, 1993)

1.6 Marcadores moleculares

Marcadores moleculares o marcadores genéticos se los entiende como un segmento
de ADN ubicados en un lugar especifico del genoma, a lo que se le llama locus y esta
herencia genética puede ser rastreada; los cuales pueden ser genes codificantes o no

codificantes (Azofeifa-Delgado, 2006).

Estos marcadores han aportado informacion relevante en areas clave de la
conservacion in situ y ex situ (Raya, 2013). Para realizar investigacion basica se
requiere el uso de los marcadores de ADN; por ejemplo, en el estudio de relaciones
filogenéticas, pruebas de paternidad, trazabilidad de los alimentos y busqueda de

genes utiles (Aguilar, 2003).

Las células vegetales contienen tres genomas distintos: el genoma cloroplastico, €Ol
genoma mitocondrial y el genoma nuclear; el genoma de la mitocondria y del

cloroplasto son de herencia uniparental es decir de una linea materna en las
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angiospermas, mientras que el genoma nuclear es biparental que significa de ambos

progenitor (Singh, Parveen, Raghuvanshi, y Babbar, 2012).

Los tres tipos de genomas se diferencian por su tamario, siendo el genoma nuclear el
mas grande por contener 3 millones de kilobases aproximadamente; en cambio el
genoma mitocondrial contiene de 200 a 2500 de kilobases de ADN, el cual es
pequefio a comparacion del nuclear; por ultimo queda el genoma cloroplastico que
varia moderadamente de tamafio entre las especies desde 120 a 217 kilobases de

ADN dejando en evidencia que es el mas pequefio de los tres genomas (Cuéllar,

2011).

Regiones de ADN utilizadas en el sistema de Barcode

Low variation and Low variation and

Other plastid genes
or their introns

High identification
~— ability but poor

PCR amplification

(Kress et al. 2007;

ase ef af, 2005)

ow divergence
(Kress etal. 2007;
Chase et al. 2005)

Po&;ﬁg ;?[’l zﬂqi)%ast)'on —————Pending to be investigated

Figura 5.Regiones de ADN designadas para el sistema BARCODE en plantas.

Nota: Las regiones verdes son potenciales para el sistema BARCODE, las regiones rojas son
candidatos que se han utilizado, pero no cumplen las condiciones del sistema Barcode y las amarillas
se encuentran en investigacion.

Fuente: (Chen et al., 2010)

Algunas regiones del genoma del cloroplasto (atpF-H, matK, psbK-I, rbcL, rpoB,
rpoC1 y trnH-psbA) han confiado en gran medida para el desarrollo de marcadores

candidatos para los cddigos de barras de ADN de planta (Dong, Liu, Yu, Wang, y
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Zhou, 2012). Estos marcadores son amplificados mediante la técnica PCR por sus
siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction) y posterior secuenciacion para analizar
las variaciones existentes entre organismos (Barthet, Moukarzel, Smith, Patel, y Hilu,

2015).

1.7 Marcadores moleculares en orquideas

Estudios realizados en plantas se han conducido a la basqueda de regiones barcode;
las regiones plastidio de genes codificantes (matK, rbcL, rpoB, y rpoC1) asi como
también los espaciadores no codificantes (atpF-atpH, trnH-psbA, y psbK-psbl) son
las mas utilizadas en estudios genéticos (CBOL Plant Working Group et al., 2009).
De estos ultimos fragmentos no codificantes, el espaciador intergénico trnH-psbA del
genoma del plastidio asi como también el gen codificante rpoC1 son considerados
como los mejores marcadores para la identificacion de especies en varios grupos de

plantas, debido a su alto porcentaje de sitios polimérficos (Cruz, 2011).

Luo et al. (2014) mencionan que algunas regiones como rbcL, rpoB, y rpoC1 son
utiles para la identificacion a nivel de familia y no nivel de especie; con frecuencia
son utilizados en los analisis filogenéticos. La regién rpoC1 del genoma plastidio es
altamente conservada y util para estudios filogenéticos, asi como también matK, que
es una de las secciones de codificacion mas rapida evolucion del genoma plastidio

(Sénchez, 2016).

1.7.1 Region MatK

En la sistematica de plantas, el gen matK se ha surgido recientemente como un gen
valioso debido a su signo filogenético alto comparado con otros genes usados en este
campo (Barthet et al., 2015). Las 1500pb del gen matK estdn alojadas entre dos

intrones que son interrumpidos por los exones 5" y 3" de trnK en la larga y singular
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copia de cloroplastos de la mayoria de las plantas (Salazar, Chase, Soto Arenas, y
Ingrouille, 2003). La region 3" es relativamente conservada y la region 5° menos
conservada ofreciendo dos conjuntos de caracteres que se pueden utilizar en
diferentes niveles taxondémicos; proporcionando informacion molecular para
resolverse las relaciones filogenéticas de poca profundidad a los niveles mas

profundos (Dong et al., 2012).

La codificacion de la enzima Maturase se da gracias al gen MatK que catalizan
intrones no autocataliticos suprimidos por RNAs prematuros; ademas de ser
requeridos para la funcion normal de la fotosintesis y para la post transcripcion como
factor de empalme en los cloroplastos (Luo et al.,, 2014). Las Inserciones y
deleciones son usuales en el gen matK, aunque estas alteraciones ocurren

principalmente en los multiplos de tres, manteniendo el marco de lectura (Carrién,

2009).
Regién MatK
173 389 156 635 742 (1084 1223]1326/1481] 2 reverse
- .t Nt 4 4 . . = <« primers
5 trnK 3’ trnK
intron 1 SIS g e G intron 2
37 713 1529 285| 35
lorward = = ~ —p - - - -»> - ->
1/7] 253 82 710 140 395 635 1086] 1159 1306)

primers

Figura 6. Estructura de la region matK (maturase K) de angiospermas.
Fuente: (Carrion, 2009).

1.7.2 Region rpoC1

Conocido como Cadena de ARN polimerasa Beta'; este gen rpoC1 codifica para la
subunidad beta de la RNA polimerasa, el cual participa en el proceso de
transcripcion de los genes del cloroplasto, asi como también presenta las tasas de

evolucion més altas (Cruz, 2011).
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El gen rpoC1 pertenece a plantas superiores y se integra en los procesos de
fotosintesis al igual que rpoA, rpoB y rpoC2 (Lee, Ng, Mahat, Nazre, y Mohamed,

2016).

Los autores Vindas-Rodriguez, Rojas-Jiménez, y Tamayo-Castillo (2011),
recomiendan la utilizacion de rpoC1 por su buen rendimiento en términos de ser
amplificado con una gama limitada de condiciones de PCR y ser los primeros grupos

para la discriminacién confiable entre especies de diferentes grupos de plantas.

Su tamafio molecular como primer oscila desde los 550 a 750 pares de base
evidenciado en la corrida de electroforesis horizontal en geles de agarosa (Niu et al.,

2017).

1.7.3 Region rpoB

Al igual que el gen rpoC1 este gen también codifica la subunidad beta del genoma
cloroplastico de la ARN polimerasa plastidio codificada por plasto (PEP) que es una
enzima nuclear (Cruz, 2011). No se ha explorado completamente, aunque puede ser
una herramienta atil para la identificacion molecular de las especies vegetales;

presenta gran variabilidad a lo largo de las secuencias génicas (Luo et al., 2014).

El tamafio molecular del primer rpoB oscila entre un tamafio de 350 y 450 pares de
bases evidenciado en la corrida de electroforesis horizontal en geles de agarosa (Niu

etal., 2017).

1.8 ADN Barcode

Para la identificacion de especies el término “DNA barcode” o “DNA barcoding” fue
planteado en el 2003 por Paul Herbert, el cual consiste en un sistema de

identificacién microgendémico, que facilita la discriminacion de especies mediante el
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anélisis de un fragmento pequefio del ADN; sin embargo, es dificil encontrar una
region gendmica adecuada para el cddigo de barras de ADN de una amplia gama de
taxones (Herber, 2014). De hecho, para que la codificacion de cédigos de ADN
funcione, la variacion de la secuencia debe ser suficientemente alta entre las especies

para que puedan ser discriminadas entre si (Lahaye et al., 2008).

El uso de codigo de barras de ADN para la identificacion y taxonomia ha sido
discutido, es una herramienta practica para estudios de biodiversidad, una creciente
comunidad cientifica ha adoptado ADN barcoding, utilizando el gen mitocondrial
Cox | (COl), este gen esta ahora bien establecida para los animales, pero la busqueda
de un codigo de barras universal sigue siendo discutido para las plantas (Singh et al.,

2012).

En las plantas para establecer su “cédigo de barras” se seleccionan, amplifican y
secuencian regiones del ADN del cloroplasto: matK y rbcL (Massensini Jr., 2013).
La secuenciacion y alineamiento en la mayoria de las plantas terrestres proporcionan
una columna vertebral Gtil para el conjunto de datos de codigo de barras (Barthet et

al., 2015).

El propdsito del barcode es la identificacion de especies y especialmente contribuir a
descubrir la diversidad de organismos previamente no detectada a nivel de especies
(CBOL Plant Working Group et al., 2009). Esta técnica puede aplicarse a materiales
fragmentados de plantas y ser utilizado ademas como auxiliar para determinar la
diversidad de especies para estudios de demografia, ecologia y analisis forense; por
ejemplo, en el analisis forense el aprovechamiento ilegal de plantas puede ser

controlado y posteriormente proceder a sanciones legales (Carrién, 2009).
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Las regiones de ADN analizadas se amplifican mediante marcadores moleculares
especificos a través de la PCR posteriormente se secuencian por medio de la
metodologia de Sanger de primera generacion donde se obtienen secuencias
especificas para ser alineadas y analizadas mediante programas bioinformaticos; por

ultimo se comparan en una biblioteca referencial de la vida (Rivas y Salazar, 2017).

Los programas bioinformaticos se utilizan para editar errores de montaje, orientacion
de secuencias correctas, alineacion de secuencias; también facilita el analisis basados
en caracteres y analisis comparativos de la diversidad de codigos de barras de ADN

entre los grupos taxondmicos y regiones geografica (Luo et al., 2014).

Tabla 3.

Esquema sintético de trabajos comparativos de varios locus propuestos como
codigos de barras geneéticos en plantas.

Estudio Regiones comparadas Regiones recomendadas

rbcL, trnH-psbA, rpoC1, matK,
ITS, rpoB

Chase et al. 2007 matK + rpoC1 + trnH-psbA

6 matK + rpoC1 + rpoB

UPA, rbcL, matK, rpoB, rpoCl,
trnH-psbA, accD

Newmaster et al. 2008 matK + trnH-psbA matK

accD, ndhJ, matK, trnH-psbA,
rbcL, rpoB, rpoC1 y ycf5

Lahaye et al. 2008 matK (o matK, trnH-psbA)

cox1, 23S rDNA, rpoB, rpoC1,
rbcL, matK, trnH-psbA, atpF-atpH,

Seleccionar 3 0 4 regiones

Fazekas et al. 2008 de: rbcL, rpoB, matK, trnH-

psbK-psbl psbA, atpF-atpH
Carrion 2009 matK, ITS y trnL-F matK
Hollingsworth et al. 2009 rpoC1, rpoB, rbcL, matK, trnH- rbcL+poC1l+matK+trnH-

psbA, atpF- atpH, psbK-psbl pshA

CBOL Plant atpF-atpH, matK, rbcL, rpoB,
) rbcL+matK

Working Group 2009 rpoC1, psbK-psbl y trnH-psbA)

Asahina et al. 2010 rbCL’ matK matK

Nicolalde et al. 2010

matK, rbcL, rpoC1, rpoB, atpF-
atpH, psbK-psbl y trnH-psbA, ITS

Ninguna region fue

adecuada para Cycaidae

Fuente: (Cuéllar, 2011)
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Capitulo 11

2. Materiales y métodos

2.1 Coleccion muestras

El material genético proviene de 56 especies del género Dracula; estas muestras
fueron tomadas de especimenes ya identificados morfoldgicamente en cada una de
las colecciones: Dentro del Distrito Metropolitano de Quito (Pichincha) fueron
“Orquideas de Sarina”, “Jardin Botanico de Quito”, “Coleccion de Beto Guerrero” y
“Coleccion de Alexander Marin”; En Huaca (Carchi) fueron “Coleccion de Digna
Chacon” y “Coleccion de Guadalupe Utreras™; Por ultimo en el Chical (Carchi)
“Coleccion de Héctor Yela”; totalizando 144 muestras con repeticiones de hasta 3

muestras por especie en diferentes lugares.

El material vegetal recolectado consistio en tejido foliar joven sin dafios mecanicos y
libres de enfermedades, se almacenaron en bolsas de papel kraft y estas a su vez en
bolsas de plastico con cierre hermético con silica gel, para luego ser transportados en
un recipiente térmico frio; esto permite que las muestras no se evidenciaran
degradadas ni oxidadas desde el sitio de recoleccion hacia el laboratorio como lo
describen Dong et al. (2012) esta técnica logra mantener conservadas las muestras en
el transporte. Finalmente en el laboratorio fueron almacenados a -20 °C, técnica

adaptada de Pérez-Almeida et al. (2011).

2.2 Estudio molecular

El estudio molecular se realiz6 en el Laboratorio de CIENCIAS DE LA VIDA de la
Universidad Politécnica Salesiana, campus EI Girdn, ubicado en la ciudad de Quito

durante el periodo marzo - diciembre del 2017.
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2.2.1 Extraccion de ADN

Se utilizd el protocolo descrito por Doyle y Doyle (1987), modificado por
Massensini Jr. (2013); este protocolo de extraccion quimica simple de ADN foliar se
resume en lo siguiente: Inicia con 20-30 mg de muestra pulverizada en nitrégeno
liquido contenida en microtubos (2 mL), se afiade 600 pL de Buffer de Lisis
(100mM TrisCl (pH 8), 50 mM EDTA (pH 8) y 500 mM NaCl) después se agitan los
tubos hasta homogenizar la mezcla, luego se afiade 94 pL de Dodecilsulfato sddico
(SDS 10%) y se mezcla por inversion de 5 a 8 veces, una vez que la coloracion se
torna verdosa se calienta la solucion durante 10 minutos a 65°C en un termo bloque;
a continuacion se afiade 118.5 pL de acetato de potasio (5M), se mezcla por
inversion de 5 a 8 veces y luego por 5 min se deja en refrigeracion; transcurrido el
tiempo se centrifuga a 12000 rpm por 5 minutos, se forman 2 faces y se transfiere el
sobrenadante a un nuevo microtubo (2 mL) incluyendo los micelios flotantes, luego
se aflade 600 pL de fenol: cloroformo (1:1) y se centrifuga a 12000 rpm por 5
minutos; en este paso con las dos fases formadas se procura tener cuidado con las
proteinas precipitadas, insertando la pipeta en la zona media de la fase superior, se
transfiere 250 pL a un nuevo microtubo (1.5 mL), después se afiade 360 uL de
isopropanol frio, agitando levemente por inversion de 5 a 8 veces, luego se almacena
a -20°C por 3 horas o toda la noche; transcurrido el tiempo las muestras son
centrifugadas por 3 minutos a 13 000 rpm, se observa un pellet en la base del
microtubo, se elimina el sobre nadante mediante inversion, se realizan tres lavados
afiadiendo 400 uL de etanol (70%) y centrifugando cada vez por 3 minutos a 13000
rpm, finalmente con la ayuda del termo bloque a 37°C se evapora el alcohol restante
y se resuspende el pellet en 30 uL de TE 1X (10mM TrisCl (pH 8) y 1 mM EDTA) y

se almacena a -20°C.
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2.2.2 Cuantificacion de ADN

Se procedié a verificar la presencia y calidad de ADN mediante la técnica
bioquimica electroforética horizontal en gel de agarosa al 1%, para esto se colocé en
cada uno de los pocillos la mezcla compuesta de: 4 uL de la solucion de ADN
extraido y 5.0 pL de amortiguador de carga (cianol de xileno 6X loading
solution)(Raya, 2013). El amortiguador de separacion del ADN fue TBE 1X (TBE
10X: Tris base 54 g; acido bdérico 27.5 gy (EDTA 0.5 M, 2.93 g aforado a un litro)
pH8); la electroforesis se llevo a cabo a 90 Voltios durante 40 min y el gel fue tefiido
con 0.5 uL del colorante fluorescente (SybrSafe de Invitrogen) por cada 50 (mL) de
gel de agarosa, para luego ser revelado en el fotodocumentador (MicroBis DNR Bio-
Imaging Systems) técnica descrita por Aguilar (2003); Healey, Furtado, Cooper y

Robert (2014).

Para determinar el tamafio de la cadena de ADN y la concentracion aproximada se
comparé con las bandas de un marcador molecular de 100 a 5000 bp y de 40 a 100

png/mL DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, 2017b).

Marcador de peso molecular

bp ng/0.5p0 %

0.5 pg/ane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/icm, 40 min

Figura 7. Bandas de DNA de diferente tamafio (5000 — 100 pb) que migran de forma distinta en

electroforesis en gel de agarosa.
Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2017b)
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2.2.3 Amplificacién de ADN

Se amplificaron las regiones de AND cloroplastico matK, rpoC1 y rpoB detallados
en la tabla 6; las amplificaciones se realizaron en dos rondas; la primera mediante el
uso de Dream Taq Green PCR Master mix (2x) de Thermo Fisher Scientific (2017a),
ver tabla 4; cuando no era exitosa la primera amplificacion se utilizaba el kit Phire
Plant Direct PCR Master de Thermo Fisher Scientific (2017b), ver tabla 5; este
proceso se realizo en el termociclador convencional (MultiGene™ OptiMax Thermal
Cycler). Se utilizé también dentro de la master mix sulfoxido de dimetilo (DMSO) al
2%, para reducir los problemas relacionados con la estructura secundaria y la eficacia

de la union del cebador de PCR como lo mencionan Salazar et al. (2003).

Tabla 4.

Preparacion de la mezcla PCR con Green PCR Master mix (2x)

Green PCR Master mix (2x) 12.5 uL 162.5
Primer Forward (10 uM) 0.5 uL 6.5
Primer Reverse (10 puM) 0.5 uL 6.5
DMSO Sulfoxido de dimetilo
al (2%) 0.5uL 6.5
Agua libre de ARNasas 10 pL 130
ADN 1ul 1 uL para cada muestra
Total 25 uL 325 uL

Nota; Cantidades para cada reaccion de PCR.
Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2017a)

Tabla 5.

Preparacion de la mezcla PCR con Phire Plant Direct PCR Master Mix

Phire Plant Direct PCR

Master Mix 12.5 pL 162.5 uL
Primer Forward (10 uM) 0.5 uL 6.5 uL
Primer Reverse (10 puM) 0.5 uL 6.5 uL

Disolution 1.25 uL 16.25 pL
Agua libre de ARNasas 9.25 uL 120.25 pL
ADN 1ul 1 uL para cada muestra
Total 25 uL 325 uL

Nota: Cantidades para cada reaccion de PCR
Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2017b)
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Las amplificaciones de ADN cloroplastico se realizd6 a una temperatura de
hibridacién de 53 °C, después de probar un rango entre 50 y 53 °C. Las mismas
condiciones de temperatura en el termociclador se aplicaron a los 3 los marcadores

matK, rpoC1, rpoB las cuales fueron:

1min a 94 °C, 30 ciclos de: (30 seg a 94 °C; 40 seg a 52-53 °C; 40sega 72 °C)y 5

min a 72 °C. Ver anexo 1.

Tabla 6.

Primers utilizados para la amplificacién de regiones cloroplasticas de ADN.

matK- ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC
1RKIM (F) (Saarela et al., 2013)

matK-3FKIM (R) CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG

rpoB — AAGTGCATTGTTGGAACTGG
246 SY14015221-
019 (F) (Singh et al., 2012)
rpoB - CCGTATGTGAAAAGAAGTATA
246 SY14015221-
020 (R)
rpoC - GTGGATACACTTCTTGATAATGG
246 SY140135221-
017 (F) (Siripiyasing et al.,
rpoC — TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC 2012)
246 SY140136610-
006 (R)
Nota: (F) Secuencia Forward y (R) Secuencia Reverse.
Fuente: (El Autor, 2017)

Los resultados de la amplificaciones de PCR se examinaron por medio de
electroforesis horizontal, cada reaccién se la analizé con 4uL de producto de PCR +
5 uL de Tampon de carga 6X (cyanol de xileno 0.4% + sacarosa 6.6% ) en geles de
Agarosa al 1% tefiido con el fluoroforo (SYBR Safe de invitrogen) (10 uL en 100
mL), la cAmara electroforética se programo6 a 90 V, 300 mA y 40 min; y el gel
obtenido se visualizd bajo luz UV del fotodocumentador (MicroBis DNR Bio-

Imaging Systems) técnica descrita por Raya (2013).
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2.2.4 Secuenciacion

Los productos amplificados fueron diluidos a una concentracion de 20 ng/uL, se
dispenso la cantidad de 20 pL en nuevos microtubos (1.5 mL) respectivamente
etiquetados; se envolvieron con parafilm y finalmente se sellaron al vacio en fundas
ziploc para ser enviados a la empresa Macrogen Inc. (Seoul, Korea); donde fueron
purificados y secuenciados mediante la técnica simple Sanger automatizada

(Macrogen, 2017).

2.2.5 Filogenia

Se procedio a revisar la calidad de las secuencias recibidas mediante el programa
FinchTV v.1.4, creado por Geospiza (2012). Las secuencias obtenidas fueron
analizadas mediante el software MEGA v. 6.0 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, y
Kumar, 2013); se alinearon bajo el sistema MUSCLE con los parametros
predeterminados, los arboles filogenéticos se construyeron con el método estadistico
Neighbor-Joining, Bootstrap con 1000 réplicas y el modelo Jukes-Cantor para
evaluar las sustituciones nucleotidicas, el cual es un modelo sencillo que estima la
distancia entre secuencias y asume la misma frecuencia para los cuatro nucleotidos,
asi como las probabilidades de sustitucion de las cuatro bases; técnica basado en el

trabajo de Wilson et al. (2017).

Se utiliz6 la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de GenBank
para realizar una comparacion de las regiones matK, rpoC1 y rpoB, determinando las
posibles especies a las que pertenecen las secuencias que se obtuvieron. De igual
manera se analizaron en la base de datos de identificacion de BOLDSystems

(Barcode of Life Systems) que es la herramienta de identificacion por defecto para
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los codigos de barras mediante la comparacion de las secuencias almacenadas en esta

biblioteca (BOLDSYSTEMS, 2017).

Se eligi6 como grupo externo a los géneros Masdevallia, Diodonopsis y
Rhynchostele de la familia (Orchidaceae), estas secuencias fueron bajadas del
GenBank las cuales sirvieron para la comparacion y enraizamiento de las secuencias
obtenidas estimando caracteres similares; con ello se asume que los caracteres que se
hallan en los grupos externos son mas parecidos a las secuencias restantes del grupo
a analizar (grupo interno) por la divergencia que existe entre ambos, de acuerdo con

lo descrito por Carrién (2009).
2.3 Georreferenciacion:

Las coordenadas geogréaficos fueron descargadas de la base de datos Tropicos (2017)
y estos datos se procesaron en el programa DIVA-GIS v.7 (Hijmans et al., 2004). Se
realizd un mapeo y andlisis de datos geograficos para correlacionar los datos
filogenéticos con los datos geograficos; se analizd la ubicacion, elevaciéon y
distribucion de los sitios donde se observan especies del género Dracula; técnica

basada en Cetzal-1x et al. (2016).
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Capitulo 111

3. Resultados y Discusion

3.1 Coleccién de muestras

El muestreo en 7 lugares permitié recolectar las 56 especies del género Dracula

descritas en el Ecuador, en total se tomaron 144 muestras donadas por coleccionistas,

asi: en el Distrito Metropolitano de Quito (Pichincha), se colectd 27 muestras del

jardin boténico “Orquideas de Sarina”, 20 muestras del “Jardin Botanico de Quito”,

35 muestras de la coleccidn del sefior Beto Guerrero y 36 muestras de la coleccion

del sefior Alexander Marin; en la localidad de Huaca (Carchi) se colecté muestras de

9 especies de la coleccion de la Sra. Digna Chacon, 12 muestras de la coleccion de la

Sra. Guadalupe Utreras, finalmente se tomaron 6 muestras de la coleccion del Sr.

Héctor Yela” en la comunidad Quishul parroquia Chical (Carchi), ver Tabla 7.

Tabla 7.

Listado de todas las especies Dracula (Orchidaceae) colectadas para este estudio

NUMERO

cODIGO DE LUGAR DE
DE Cré?\l“ﬂﬁffgo PROVINCIA| FECHA

MUESTRA | COLECCION COLECCION
1 3635 Dracula alcithoe Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
2 3724 Dracula alcithoe Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
3 3482 Dracula andreettae Digna Chacén Carchi 29/05/2017
4 3489 Dracula andreettae | Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
5 3559 Dracula andreettae Héctor Yela Carchi 29/09/2017
6 3537 Dracula an_d reettae x Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017

xantina

7 3565 Dracula bella Jardin gﬁ}f‘:'co de | pichincha |02/10/2017
8 3608 Dracula bella Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
9 3411 Dracula chimaera Orquslgreierl]go de Pichincha |22/03/2017
10 3417 Dracula chimaera Orq‘ggﬁ?}g" de Pichincha | 22/03/2017
11 3483 Dracula chimaera Digna Chacén Carchi 30/05/2017
12 3567 Dracula chimaera Jardin gﬁ?ﬁ:'co de Pichincha | 02/10/2017
13 3552 Dracula chiroptera Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
14 3413 Dracula cordobae Orq‘fs'gfi"’r‘lgo de Pichincha | 22/03/2017
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15 3653 Dracula cordobae Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
16 3442 Dracula Orquideario de Pichincha | 22/03/2017
dalessandroi Sarina
17 3487 Dracula dalstroemii Digna Chacon Carchi 03/06/2017
18 3490 Dracula dalstroemii | Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
19 3693 Dracula dalstroemii Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
20 3574 Dracula deltoidea | 224" gﬁfﬁ;"co 9 | pichincha |02/10/2017
21 3672 Dracula deltoidea Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
22 3535 Dracula dodsonii Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
23 3586 Dracula dodsonii Jardin 83?0“ ico de Pichincha |02/10/2017
24 3638 Dracula dodsonii Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
25 3412 Dracula erytrocodon Orquslgfi?]r;o de Pichincha | 22/03/2017
26 3572 Dracula erytrocodon Jardin gﬁ:?:'co de Pichincha | 02/10/2017
27 3410 Dracula felix Orqus'gfi";‘]go de | pichincha |22/03/2017
28 3708 Dracula felix Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
29 3429 Dracula fuligifera Orqtglgfi?]r{;o de Pichincha |22/03/2017
30 3636 Dracula fuligifera Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
31 3493 Dracula fuliginosa | Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
32 3481 Dracula gigas Digna Chacén Carchi 28/05/2017
33 3494 Dracula gigas Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
34 3495 Dracula gigas Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
Dracula gigas Orquideario de I
35 3419 (amarilla) Sarina Pichincha |22/03/2017
36 3619 Dracula gigas Alexander Marin | Pichincha | 12/11/2017
(negra)
Dracula gigas Orquideario de -
37 3408 (rosada) Sarina Pichincha |22/03/2017
38 3612 Dracula gigas Alexander Marin | Pichincha | 12/11/2017
(amarilla)
39 3532 Dracula hirsuta Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
40 3578 Dracula hirsuta Jardin gﬁ??:'co de Pichincha |02/10/2017
41 3624 Dracula hirsuta Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
42 3600 Dracula hirsuta var. | o onder Marin | Pichincha | 12/11/2017
Xantina
43 3524 Dracula hirtzii Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
44 3583 Dracula hirtzii Jardin 83}?:'(:0 de Pichincha |02/10/2017
45 3670 Dracula hirtzii Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
46 3523 Dracula hirtzii var. Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
Xantina
47 3444 Dracula inaequalis Orquslgreierl]go de Pichincha | 22/03/2017
48 3426 Dracula iricolor Orq‘ggﬁ?}go de Pichincha | 22/03/2017
49 3488 Dracula iricolor Digna Chacén Carchi 04/06/2017
50 3563 Dracula iricolor Jardin Botanico de Pichincha |02/10/2017

31




Quito

51 3533 Dracula lafleurii Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
52 3669 Dracula lafleurii Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
53 3498 Dracula levii Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
54 3544 Dracula lindstroemii Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
55 3538 Dracula lotax Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
56 3632 Dracula lotax Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
Dracula lotax x Jardin Botanico de -
57 3579 adriane Quito Pichincha | 02/10/2017
58 3548 Dracula mantissa Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
59 3675 Dracula mantissa Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
60 3520 Dracula marinii Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
61 3585 Dracula marinii | 24N gﬁffg"co 9 | pichincha | 02/10/2017
62 3590 Dracula marinii Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
63 3428 Dracula marsupialis Orquslgreiz;l]ralo de Pichincha |22/03/2017
64 3484 Dracula marsupialis Digna Chacén Carchi 31/05/2017
65 3551 Dracula marsupialis Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
66 3555 Dracula marsupialis Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
67 3564 Dracula marsupialis Jardin 83§?:|00 de Pichincha | 02/10/2017
68 3549 Dracula marsupialis | g0 o errero Pichincha | 08/09/2017
X Xantina
69 3610 Dracula mendozae Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
70 3623 Dracula mendozae Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
71 3667 Dracula mopsus Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
72 3545 Dracula morleyi Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
73 3626 Dracula morleyi Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
74 3409 Dracula navarrorum Oquggfi?]go de Pichincha | 22/03/2017
75 3427 Dracula navarrorum Orquslgrei?]go de Pichincha |22/03/2017
76 3615 Dracula papillosa Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
77 3617 Dracula papillosa Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
78 3527 Dracula polyphemus Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
79 3749 Dracula portillae Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
80 3405 Dracula psyche Orqus'gfi":‘]go 9 | pichincha | 22/03/2017
81 3425 Dracula psyche Orquslgfi?]go de Pichincha |22/03/2017
82 3573 Dracula psyche | “27din gﬁfﬁ;"co e | pichincha |02/10/2017
83 3625 Dracula psyche Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
84 3404 Dracula radiella Orquslgfiarl]go de Pichincha | 22/03/2017
85 3570 Dracula radiella | 24N gﬁff‘(;“co 9 | pichincha |02/10/2017
86 3421 Dracula rezekiana Orquslgfi?]go de Pichincha |22/03/2017
87 3521 Dracula rezekiana Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
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88 3613 Dracula rezekiana Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
89 3536 _ Dracula Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
sibundoyensis
90 3717 . Dracula . Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
sibundoyensis
Dracula Jardin Botanico de -
91 3582B sibundoyensis Quito Pichincha |02/10/2017
92 3400 Dracula simia Orauideario de | pichincha | 22103/2017
93 3401 Dracula simia Orquslgfi?]r{;o de Pichincha | 22/03/2017
94 3542 Dracula simia/ D. Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
alcithoe
95 3576 Dracula smaug Jardin gﬁ}?:'co de Pichincha | 02/10/2017
96 3403 Dracula sodiroi Orq‘fs'gfi"’r‘]go 9 | pichincha |22/03/2017
97 3500 Dracula sodiroi Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
98 3584 Dracula sodiroi Jardin gg}sglco de Pichincha | 02/10/2017
99 3526 Dracula Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
soennemarkii
100 3414 Dracula sp. Orquslgrei?]go de Pichincha | 22/03/2017
101 3424 Dracula sp. orq‘ggﬁf‘go de Pichincha | 22/03/2017
102 3491 Dracula sp. Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
103 3492 Dracula sp. Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
104 3496 Dracula sp. Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
105 3499 Dracula sp. Guadalupe Utreras Carchi 27/05/2017
106 3530 Dracula sp. Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
107 3541 Dracula sp. Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
108 3553 Dracula sp. Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
109 663 Dracula sp. Orqus'gfif]go de Pichincha | 21/07/2017
110 3554 Dracula sp. Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
111 3557 Dracula sp. Héctor Yela Carchi 29/09/2017
112 3558 Dracula sp. Héctor Yela Carchi 29/09/2017
113 3562 Dracula sp. Héctor Yela Carchi 29/09/2017
114 3486 Dracula sp. Digna Chacon Carchi 02/06/2017
115 3569 Dracula syndactyla | 274 gﬁ}f‘:'co de | pichincha |02/10/2017
116 3485 Dracula terborchii Digna Chacon Carchi 01/06/2017
117 3525 Dracula terborchii Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
118 3528 _Dracula Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
trigonopetala
119 3560 Dracula Héctor Yela Carchi | 29/09/2017
trigonopetala
120 3618 . Dracula Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
trigonopetala
121 3422 Dracula tsubotae/D. | Orquideariode | piinona | 22/03/2017
christineana Sarina
122 3740 Dracula tsubotae/D. Alexander Marin Pichincha |12/11/2017

christineana

33




123 3531 Dracula tubeana Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
124 3695 Dracula tubeana Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
125 3529 Dracula ubangina Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
126 3646 Dracula ubangina Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
127 3402 Dracula vampira Orqus'gfi?]go 9 | pichincha | 22/03/2017
128 3480 Dracula vampira Digna Chacon Carchi 27/05/2017
129 3547 Dracula venosa Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
130 3566 Draculavenosa | J2din gﬁ}f‘:'co 9 | pichincha |02/10/2017
131 3577 Dracula vgrtlculosa Jardin BoFanlco de Pichincha | 02/10/2017
xantina Quito
132 3441 Dracula vespertilio Orquslgfi?]r{;o de Pichincha | 22/03/2017
133 3561 Dracula vespertilio Héctor Yela Carchi 29/09/2017
134 3703 Dracula vespertilio Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
135 3534 Dracule} Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
woolwardiae
136 3550 Dracula x felix Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
137 3546 Dracula x hawleyi Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
138 3593 Dracula x hawleyi Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
139 3540 Dracula x Kareniae Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
140 3571 Dracula x kareniae | 224" gﬁffg“co 9 | pichincha | 02/10/2017
141 3611 Dracula x kareniae Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
142 3627 Dracula x kareniae Alexander Marin Pichincha |12/11/2017
143 3522 Dracula x pinasensis Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017
144 3539 Dracula x sijmii Beto guerrero Pichincha | 08/09/2017

Nota; Especies descritas como ecuatorianas seguin Baquero Rivadeneira y Moncayo Cardenas (2017);
Pupulin et al. (2009).

Fuente: (El Autor, 2017)

3.2 Estudio Molecular

3.2.1 Extraccion de ADN:

El protocolo de extraccion demostré un éxito del 100% al obtener ADN de las 144

muestras, anexo 2; Cuéllar (2011) obtuvo resultados similares logrando obtener ADN

de calidad para la realizaciéon de los analisis posteriores; segun Aguilar (2003) la

extraccién de ADN de muestras procedentes de material fresco es sencillo, gracias a

que las paredes celulares del tejido joven son faciles de romper lo que permite una

mejor extraccion de ADN.
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En la corrida electroforética de ADN las muestras no presentaron degradacion a
pesar de que en ciertos carriles se puedo observar pequefias cantidades de
contaminacion tales como ARN, polisacéaridos, lipidos y fenoles. En las bandas
obtenidas de la figura 8 se evidencian cadenas de ADN de més de 5000 pb y una
concentracion de 40-100 ng/puL aproximadamente, este resultado es similar al

obtenido por Massensini Jr. (2013) en su filogenia molecular de Acianthera Scheidw.

Gel electroforético de extraccion de ADN

MM 3400 3401 3402 3403 3404 3405 3406 3407 3408 3409 3410 3411 3412

Figura 8. Productos extraidos de ADN usando el método Doyle y Doyle, (1987) modificado por
Massensini Jr., (2013). Gel agarosa 1%.

Carriles; MM: Marcador molecular de 100 a 5000pb y concentracion de 40-100 ng/uL. Codigos de las
muestras: 3400 — 3412.

Fuente: (El Autor, 2017)

3.2.2 Amplificacion

Se amplificd el 100% de las muestras con el marcador molecular matK, el 70% con
el marcador molecular rpoC1 y el 76 % de las muestras con el marcador molecular
rpoB, ver anexo 2. La temperatura de hibridacion para los cebadores matK, ropCl y
rpoB fue de 53 °C y el programa en el Termociclador de 1min a 94 °C, 30 ciclos (30

sega 94 °C,40sega53°C,40sega 72 °C)y5mina 72 °C.

Las bandas obtenidas en la figura 9 con el marcador matK demuestran cadenas de
750 — 1000 pb y una concentracién entre 20 — 100 ng/pL, estos resultados son

similares a los obtenidos por Meyer y Cameron (2009).
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Gel electroforético de producto PCR matK

MM 3400 3401 3402 3403 3404 3405 3406 3407 3408 3409 3410 3411 3412

Figura 9. Productos de amplificacion con el marcador matK.
Carriles: MM: Marcador de peso molecular de 5000 pb. Cddigos de las muestras: 3400 — 3412,
Fuente: (EI Autor, 2017)

Las bandas obtenidas en la figura 10 con el marcador rpoC1 demuestran cadenas de
500 — 750 pb y una concentracién entre 20 — 100ng/uL, segun Siripiyasing et al.

(2012) estos resultados se asemejan a los obtenidos en su estudio.

Gel electroforético de producto PCR rpoC1

MM 3400 3401 3402 3403 3404 3405 3406 3407 3408 3409 3410 3411 3412

Figura 10. Productos de amplificacion con el marcador rpoCL. Gel de agarosa al 1%. 4uL de muestra.
Carriles: MM: Marcador de peso molecular de 5000 pb. Cadigos de las muestras: 3400 — 3412,
Fuente: (EI Autor, 2017)

Las bandas obtenidas en la figura 11 presentaron cadenas entre 300 — 500 pb y una
concentracion entre 20 — 100ng/uL, estos resultados son similares a los obtenidos por

Singh et al. (2012).




Gel electroforético de producto PCR rpoB

MM 3400 3401 3402 3403 3404 3405 3406 3407 3408 3409 3410 3411 3412

Figurall. Productos de amplificacion con el marcador rpoB. Gel de agarosa al 1%. 4uL de muestra.
Carriles: MM: Marcador de peso molecular de 5000 pb. Cédigos de las muestras: 3400 — 3412.
Fuente: (EI Autor, 2017)

3.2.3 Secuenciacion

Los productos PCR fueron purificados y secuenciados con el método Sanger en la
empresa Macrogen (Seoul-Korea), para la region matK se enviaron 144 muestras y se
obtuvo 124 secuencias de buena calidad, determinadas por el programa FinchTV al
analizar los electroferogramas de ADN, de igual manera para la regién rpoC1l se
enviaron 101 muestras y se obtuvo 75 secuencias, finalmente para la region rpoB se

enviaron 109 muestras y se obtuvo 91 secuencias de buena calidad, ver anexo 2.

3.2.4 Analisis de secuencias

Se compararon las secuencias matK, ropC1 y rpoB con las secuencias del GenBank;
se pudo determinar que en esta base de datos sélo existieron 3 especies del genero
Dracula para el marcador matK y ninguna secuencia para los marcadores rpoC1 y
rpoB; No fue util la comparaciéon debido a que las secuencias obtenidas en este
estudio son nuevas para esta base de datos.

La otra base de datos de identificacion para los codigos de barras BOLDSystems
(Barcode of Life Systems) solo sirvié para comparar las secuencias con el marcador
matK ya que con los otros marcadores rpoB y rpoC1l no existié informacion; Los

unicos resultados positivos para validar el estudio con especies del género Dracula
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fueron con las especies D. hirtzii y D. felix que mostraron una similitud del 100% y
una puntuacion >700 con las unicas especies D. hirtzii y D. felix subidas su barcode
en BOLDSystems.

En vista de la ausencia de secuencias de especies del género Dracula en las bases de
datos BOLDSystems y GenBank se ha planteado a futuro subir la informacion
obtenida en esta investigacion como un aporte cientifico de la Universidad
Politécnica Salesiana.

3.2.5 Filogenia

El arbol filogenético obtenido con el marcador molecular matK se pudo distinguir los
principales grupos de especies de Dracula, llegando a diferenciar grupos a nivel de
subseccion, la informacion obtenida por la region matK present6 un 60% de similitud
a la clasificacion subgenérica propuesta por Luer (1993), esta regién segun Dong et
al. (2012), posee una variabilidad nucleotidica baja haciendo que su grado de
conservacion aumente. Ver grafico 12.

El arbol filogenético obtenido con el marcador molecular rpoCl, las especies se
agrupan en 8 clados que dificulta su interpretacidon y que no se puede discutir con lo
propuesto por (Luer, 1993), debido a que la region rpoC1 no es discriminativo para
diferenciar la clasificacion subgenérica de Dracula, y segun Cruz (2011), este
marcador no presenta mayor variacion. Ver figura 13.

El arbol filogenético obtenido con el marcador molecular rpoB, las especies se
agruparon en 6 clados sin resolver, lo que demuestra que rpoB no es discriminativo
para diferenciar la clasificacion subgenérica de Dracula y segun Sanchez (2016), no

presenta mayor variacion para discriminar entre especies. Ver figura 14.
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Arbol filogenético Neighbor-Joining region matK del género Dracula

3546 D. x hawleyi (Beto Guerrero) -
3619 D. gigas black (Alexander Marini)

3539 D. x sijmii (Beto Guerrera)

27 | | 3481 D. gigas (Digna Chacon)

3419 D. gigas Amarilla (0. Sarina)

L——— 3490 D. dalstroemii (Guadalupe Utreras)

3498 D. levii (Guadalupe Utreras)

3500 D. sodiroi (Guadalupe Utreras)

3413 D. cordobae (0. Sarina)

3485 D terborchii (Digna Chacon)

3526 D. soennemarkii (Beto Guerrera) VII

3527 D. polyphemus (Beto Guerrero)
3531 D. tubeana (Beto Guerrero)

3534 D. woolwardiae (Beto Guerrero)

3549 D. marsupialis x xantina (Beto Guerrero)
KY988631.1 Dracula inexperata (Genbank)(Costa Rica)
3571 D. x kareniae (Jardin Botanico Quito)
3572 D. erytrocodon (Jardin Botanico Quito)
3573 D. psyche (Jardin Botanico Quito)
3570 D. radiella {Jardin Botanico Quito)
3569 D. syndactyla (Jardin Botanico Quito)
3560 D. trigonopetala (Hector Yela)
3545 D. morleyi (Beto Guerrero)
3544 D_ lindstroemii (Beto Guerrera)
3493 D. fuliginosa (Guadalupe Utreras)
3442 D. dalessandroi (Q. Sarina) -
—{ |EU214338.1 Dracula pusilla (Genbank)(Mexico) =
3580 D. marinii {Alexander Marini}
3529 D. ubangina (Beto Guerrera)
3421 D. rezekiana (. Sarina)
3670 D. hirtzii (Alexander Marini)
3724 D. alcithoe (Alexander Marini)
3552 D. chiroptera (Beto Guerrero)
3521 D. rezekiana (Beto Guerrero)
3400 D_ simia (0. Sarina)
3444 D. inaequalis (0. Sarina)
42| 3532 D. hirsuta (Beto Guerrero)
3427 D. navarrorum (O. Sarina)
38 3600 D. hirsuta var. xantina (Alexander Marini)
3402 D. vampira (O.Sarina)
3523 D. hirtzii var. xantina (Beto Guerrero)
35828 D. sibundoyensis (Jardin Botanico Quito)
EU214337.1 Dracula erythrochaete (Genbank){Costa Rica)
53 3615 D. papillosa (Alexander Marini)
3623 D. mendozae (Alexander Marini)
3417 D. chimaera(O. Sarina)
3564 D. marsupialis (Jardin Botanico Quito)
3667 D. mopsus (Alexander Marini}
3533 D. lafleuri (Beto Guerrero)
3740 D. tsubotae/D. christineana) (Alexander Marini)

o
]

VI

.
i

3576 D. smaug (Jardin Botanico Quito)
H‘ 3636 D. fuligifera (Alexander Marini} V
3410 D. felix (O. Sarina) =
3547 D. venosa (Beto Guerrero)
3548 D. mantissa (Beto Guerrero)
3574 D. deltoidea (Jardin Botanico Quito) lV
3522 D. x pinasensis (Beto Guerrera)
3561 D. vespertilio (Hector Yela)
313565 D. bella (Jardin Botanico Quito)
3482 D. andreettae (Digna Chacon)

3563 D. iricolor (Jardin Botanico Quito) III
3535 D. dedsonii (Beto Guerrero)
3749 D. portillae (Alexander Marini) II
3579 D. lotax x adriane (Jardin Botanico Quito) I
9313632 D. lotax (Alexander Marini)

EU214384.1 Masdevallia calura b

L

non2

Figura 12. Arbol filogenético Neighbor-Joining de la region matk mediante el método Jukes-Cantor y
bootstrap de 1000 réplicas.

Nota: El andlisis involucrd 66 secuencias de nucledtidos de las cuales D. inexperata, D. pusilla, D.
erythrochaete y M. calura son secuencias tomadas del Genbank. Las especies del género Dracula se
agruparon en 7 clados, lo cual demuestra que matK permite discriminar especies hasta el nivel
subseccion.

Fuente: Datos procesados con el software MEGAG6 (Tamura et al., 2013).

39




Arbol filogenético Neighbor-Joining region rpoC1 del género Dracula

8| 3493 D. fuliginosa (Guadalupe Utreras) VI I I
‘ 3576 D. smaug (Jardin Botanico Quito)

3667 D. mopsus (Alexander Marin)
3565 D. bella {Jardin Botanico Quito)
3545 D. morleyi (Beto Guerrero)
3532 D. hirsuta (Beto Guerrero)
3498 D. levii (Guadalupe Utreras)
321 D. rezekiana (0. Sarina)
3402 D. vampira (0. Sarina)
3417 D. chimaera (0. Sarina)
3444 D. inaequalis (O. Sarina)
3523 D. hirtzii var. xantina (Beto Guerrero)
3539 D. x sijmii (Beto Guerrero)
3552 D. chiroptera (Beto Guerrero) -
3573 D. psyche (Jardin Botanico Quita) 3 VI
3600 D. hirsuta var. xantina {Alexander Marin) -
3412 D. erytrocodon (0. Sarina)
3427 D. navarrorum (0. Sarina)
3522 D. x pinasensis (Beto Guerrero) V
3535 D. dodsonii (Beto Guerrero)
3548 D. mantissa (Beto Guerrero)
35694 D. syndactyla (Jardin Botanico Quito) -
|3482 D. andrestta(Digna Chacon)
513537 D. andreettae x xantina (Beto Guerrera)
3410 D. felix (0. Sarina) T
3422 D. tsubotae/D. christineana (0. Sarina)
3521 D. rezekiana (Beto Guerrero) I I I
3533 D. lafleuri (Beto Guerrera)
3547 D. venosa (Beto Guermero)
3574 D. deltoidea (Jardin Botanico Quito) -
3413 D. cordobae(0. Sarina)
3485 D. terborchii (Digna Chacon)
34527 D. polyphemus (Beto Guerrero) I I
3531 D. tubeana (Beto Guerera)

3534 D. woolwardiae (Beto Guerrero)

VIl

65

3549 D. marsupialis x mantisa (Beto Guerrera)

3400 D. Simia (0. Sarina) 7
3419 D. gigas Amarilla (0. Sarina)

3481 D. gigas (Digna Chacon)

3529 D. ubangina (Beto Guerrera) I
3544 D. lindstroemii (Beto Guerrero)

3560 D. trigonopetala (Hector Yela)

3615 D. papillosa (Alexander Marin)

3749 D. portillae (Alexander Marin) -
EU213915.1 Diodonopsis erinacea (GenBank)

Figura 13. Arbol filogenético Neighbor-Joining de la region rpoC1 mediante el método Jukes-Cantor
y bootstrap de 1000 réplicas.

Nota: El andlisis involucrd 45 secuencias de nucledtidos de las cuales Diodonopsis erinaceae es una
secuencia tomada del Genbank. Las especies del género Dracula se agrupan en 8 clados sin revolver,
lo que demuestra que rpoC1 no es discriminativo para diferenciar la clasificacion subgenérica de
Dracula.

Fuente: Datos procesados con el software MEGAG6 (Tamura et al., 2013).
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Arbol filogenético Neighbor-Joining region rpoB del género Dracula

3531 D. tubeana (Beto Guerrera) A
453{ 3635 D. alcithoe {Alexander Marin) VI
3527 D. polyphemus (Beto Guerrero)

3653 D. cordobae {Alexander Marin) i

3576 D. smaug (Jardin Botanico Quito)

3569 D. syndactyla (Jardin Botanico Quito)

3561 D. vespertilio (Chical)

3545 D. mantisa (Beto Guerrero)
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3529 D. ubangina (Beto Guerrero)

3521 D. rezekiana (Beto Guerrero)

3487 D. dalstroemi (Digna Chacon)

3429 D. fuligifera (O. Sarina) V

3419 D. gigas Amarilla (O. Sarina)

3400 D. simia (O. Sarina)

3417 D. chimaera (O. dracula)

3428 D. marsupialis (0. Sarina)

3485 D. terborchi (Digna Chacon)

3498 D. levii (Guadalupe Utreras)

3526 D. soennemarkii (Beto Guerrera)

3534 D. woolwardiae (Beto Guerrero)

3546 D. x hawleyi (Beto Guerrero)

3560 D. trigonopetala (Chical)

3566 D. venosa (Jardin Botanico Quita)

3572 D. erytrocodon {Jardin Botanico Quito) -
3522 D. x pinasensis (Beto Guerrero) :I IV

3626 D. morleyi (Alexander Marin) B

3410 D. felix {O. Sarina)

3427 D. navarrorum (O. Sarina)

3480 D. vampira (Digna Chacon)

3495 D. gigas (Guadalupe Utreras)

3524 D. hirtzii (Beto Guerrero) I I I

3533 D. lafleuri (Beto Guerrera)

3544 D. lindstroemii (Beto Guerrero)

3552 D. chiroptera (Beto Guerrero)

3565 D. bella {Jardin Botanico Quito)

3571 D. x kareniae (Jardin Botanico Quito)

3615 D. papillosa {Alexander Marin)

3672 D. deltoidea (Alexander Marin) -

3489 D. andretae (Guadalupe Utreras)
4|54 3444 D. inaequalis (0. Sarina} | |
7613538 D. lotax (Beto Guerrero)

3403 D. sodiroi {O. Sarina)

3425 D. psyche (0. Sarina)

3441 D. vespertilio (O. Sarina)

3493 D. fuliginosa (Guadalupe Utreras)
3523 D. hirtzii var. xantina (Beto Guerrera)
3532 D. hirsuta (Beto Guerrero)

3539 D. x sijmii (Beto Guerrera) I
3549 D. marsupialis x xantina (Beto Guerrero)

3563 D. iricolor (Jardin Botanico Quito)

3570 D. radiella {Jardin Botanico Quito)

3610 D. mendozae (Alexander Marin)

3667 D. mopsus (Alexander Marin)

3740 D. tsubotae/D. christineana {Alexander Marin)

3749 D. portillae (Alexander Marin)

(5Q248855.1 Rhynchostele bictoniensis (GenBank) -

0.002

Figura 14. Arbol filogenético Neighbor-Joining de la region rpoB mediante el método Jukes-Cantor y
bootstrap de 1000 réplicas.

Nota: El andlisis involucrd 57 secuencias de nucledtidos de las cuales Rhynchostele bictoniensis es
una secuencia tomada del Genbank. Las especies del género Dracula se agrupan en 6 clados sin
resolver, lo que demuestra que rpoB no es discriminativo para diferenciar la clasificacion subgenérica
de Dracula.

Fuente: Datos procesados con el software MEGAG6 (Tamura et al., 2013).
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Arbol filogenético Neighbor-Joining de regiones matK y rpoC1 concatenadas del
género Dracula

3546 D. x hawleyi (Beto Guerrero) T
3619 D. gigas black (Alexander Marini)
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52 3615 D. papillosa (Alexander Marini)
3623 D. mendozae (Alexander Marini)
3417 D. chimaera(O. Sarina)
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3667 D. mopsus (Alexander Marini)
3533 D. lafleuri (Beto Guerrero)
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E{ 3636 D. fuligifera (Alexander Marini) V
3410 D. felix (O. Sarina)

3547 D. venosa (Beto Guerrero)

3548 D. mantissa (Beto Guerrero)

3574 D. deltoidea (Jardin Botanico Quito) IV
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3561 D. vespertilio (Hector Yela)

6513565 D. bella (Jardin Botanico Quito)
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andreettae x xantina (Beto Guerrero) III

3563 D. iricolor {Jardin Botanico Quito) =

3535 D. dodsonii (Beto Guerrera) II

3749 D. portillae (Alexander Marini) -
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——
0,002

Figura 15. Arbol filogenético Neighbor-Joining concatenadas las regiones matK y rpoC1 mediante el
método Jukes-Cantor y bootstrap de 1000 réplicas.

Nota: El andlisis involucrd 64 especies de las cuales Masdevallia calura es una secuencia tomada del
GenBank. Al igual que en el &rbol filogenético con matK las especies del género Dracula se
agruparon en 7 clados, lo cual demuestra que matK y rpoC1 concatenados no reflejan variacion en la
conformacion de grupos a pesar de presentar pequefias variaciones en los soportes de ramas; matK y
rpoC1 concatenados permiten discriminar especies hasta el nivel subseccion.

Fuente: Datos procesados con el software MEGAG6 (Tamura et al., 2013).
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El arbol desarrollado con las secuencias de matK y rpoC1 concatenadas para 64
especies del género Dracula y una especie Masdevallia calura (grupo externo) ver
figura 15; fue posible determinar que no existe variacion en la conformacion de los
grupos al comparar el arbol concatenado matK-rpoC1 con el arbol matK, Gnicamente
presentan minimas variaciones en los soportes de rama. No se pudo elaborar mas
concatenaciones debido a que no se pudo obtener secuencias de rpoB de todas las

especies de Dracula. Los grupos formados se describen a continuacion:

Grupo I: Conformado por D. lotax y D. lotax x adriane; se agrupan de forma basal
diferenciandose del resto de Draculas; este resultado difiere de la clasificacion
subgenérica propuesta por Luer (1993) ubicando a D. lotax dentro de la serie
Parviflorae junto a otras especies como D. dalessandroi, D. marsupialis, D. radiella
ect.; por lo que podria no tener sentido ya que D. lotax se diferencia en parte por su
morfologia al resto de las especies integradas en la serie Parvifloreae; segun Pupulin
et al. (2009), su flor se asemeja al rostro de “un payaso” por esta razéon su hombre
proviene del griego lotax el cual se derivé en alusion a la cara imaginaria vista en la
flor; es endémico de los bosques humedos del este y sureste de Ecuador en

elevaciones entre 900 y 1600 msm.

Grupo I1: formado por las especies D. dodsonii, D. iricolor y D. portillae; el grupo
es similar a la clasificacion subgenérica presentada por Luer (1993), este grupo se
encuentra dentro de la seccion Dodsonia; estas especies presentan caracteristicas
florales y vegetativas distintas al resto de especies en el género por ejemplo:

presentan labelo plano con una separacion indefinida del hipoquilo y epiquilo;
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presentan un habito de crecimiento leve e inflorescencia erguida, sépalos extendidos,

pétalos bivalvados en el apice y floracion sucesiva.

Grupo Il1: estd conformado por D. andreettae y la especie hibrida D. andreettae x
xantina, este grupo es similar a la clasificacion propuesta por Luer (1993); este se
define como un grupo basal, se clasifica dentro del subgénero Dracula seccién
Andreetaea; en este grupo solo existe un representante que es D. andreettae; la
especie hibrida D. andreettae x xantina aparecio junta debido a su similitud genética.
Segun Pupulin et al. (2009) D. andreettae es diferente de todo el resto de Draculas
en cuanto su morfologia por su labelo Gnico totalmente convexo y con pétalos largos

con peddnculos.

Grupo 1V: Se conformaron dos clados: el primero D. felix, D. venosa D, mantisa y
D deltoidea con un soporte de rama de 63; el segundo clado D. vespertilio y D. bella
con un soporte de rama de 65; este grupo es similar a la clasificacion propuesta por
Luer (1993), en su clasificacion subgenérica las agrupa en la subseccién Costatae y
las denomina como especies con ovario crestado; estas especies son
morfolégicamente similares y debido a sus caracteristicas florales Unicas este grupo
presenta hojas delgadas, flores pequefias pegadas a la hoja o hacia abajo; el primer
clado comparado con el segundo clado se diferencia en el tamafio de la flor; la
caracteristica que le diferencia a la subseccién Costatae de los otros grupos es que
forman una sola flor por inflorescencia excepto por D. mantisa que florece mas de
una flor. Se esperaba que D. mopsus y D. Inaecualis se incluyeran dentro de este

grupo por presentar de igual forma ovarios con cresta, pero se incluyeron dentro del
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grupo VI por lo cual se presume que se debi6 a una mala identificacion morfolégica

en la recoleccion de las muestras.

Grupo V: formado por D. smaug y D. fuligifera se agruparon en un taxén que ocupa
una posicion aislada y que no representa una afinidad clara con otras especies, este
grupo difiere de la conformacion propuesta por Luer (1993), presumiblemente se
debe a su soporte de rama de 40 que es bajo; segun Baquero et al. (2014) D. smaug
es una especie de flores naranjas, redondas y profundamente connadas, labelo blanco
mas grande sin lineas 0 manchas, el epiquilo mas ancho con tres lamelas de tamafio
similar y el borde subdenticulado, y de sépalos pubescentes; D. fuligigera Luer
(1993), menciona que su nombre se derivo del latin fuligifer, que significa tiznado
con hollin, una sustancia grasa y negra que deposita el humo en la superficie de los

cuerpos, en referencia al color obscuro de sus flores.

Grupo VI: Presenta un soporte de rama de 40, que a su vez agrupa a 6 clados los
cuales no tienen concordancia con lo propuesto por (Luer, 1993). En este grupo
existe mucha hibridacion de especies de la cordillera oriental con los de la cordillera
occidental; presentan hojas largas, inflorescencias rectas horizontales, una sola flor
por inflorescencia aunque pueden existir excepciones.

D. rezequiena es interesante que se haya agrupado en el grupo VI ya que es la unica
Dracula de hojas anchas que se encuentra en la Amazonia, ademas de ser la Gnica en
este grupo en el que el labelo se presenta unido es decir no hay diferencia entre el
hipoquilo y epiquilo; lo que hace asumir que es un hibrido natural creado desde hace

mucho tiempo atras.
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VI1I: Ultimo grupo conformado con un soporte de rama de 36, que incluye a 4 clados
que se asemejan a la clasificacién propuesta por (Luer, 1993) en el subgénero
Dracula section Dracula subsection Dracula.

El arbol filogenético Neighbor-Joining de regiones matK-rpoC1 concatenadas no
separa las especies de los andes orientales con las especies de los andes occidentales
por ejemplo: D. vampira, D. chiroptera, D. chimaera, D. hirtzii y D. ubangina que
son de flores grandes del occidente no formé un clado distinto de D. simia, D.
hirsuta, D. marinii y D. sibundoyensis que son especies de los andes orientales.

D. psyche es morfologicamente distinto e inconfundible al resto de especies en las
gue se encuentra agrupado, segun Luer (1993) su morfologia tiene semejanza a la de
Masdevallia pero con un labelo méas diferenciado, se presume que es por esta razon
que D. psyche se encuentra distante en el clado.

Claramente se evidencio que el clado conformado por D. cordobae, D. polyphemus,
D. terborchii, D. tubeana y D. woolwardiae es semejante a lo propuesto por Luer,
(1993) estas especies se clasifican dentro de la Serie Dracula, pero Luer no incluye a
D. marsupialis a pesar de tener sentido de que esta especie se ubique dentro de este
clado por presumir que es un hibrido entre D. cordobae y D. woolwardiae; el mismo
caso presento D. soennemarkii que también tiene sentido de que se ubique dentro de
este clado por lo que sospecha que es un hibrido natural entre D. cordobae y D.
iricolor.

El clado conformado por D. x hawleyi, D. gigas, D x sijmii, D. dalstroemii, D. levii y
D. sodiroi no se asemeja a ninguna conformacion propuesta por Luer (1993), Estas
especies si comparten caracteristicas morfoldgicas por lo que no es concordante con

Luer.
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El subgénero Soidora propuesto por Luer (1993) que incluye dos especies no se
evidencia que esta bien clasificado, es absolutamente artificial ya que D. sodiroi y D.
erytrocodon segun el Arbol filogenético Neighbor-Joining de regiones matK y rpoC1
concatenadas se encuentran dentro del grupo VII lo que las hace pariente de D.
gigas; estos resultados se asemejan a lo descrito por Pridgeon, Solano, y Chase
(2001) y mencionan que el subgénero Sodiroa esta incrustado en especies del
subgénero Dracula; morfolégicamente se parecen en las plantas y en la forma de
florecer, con inflorescencia hacia arriba largas por afuera de la bractea y hojas
delgada.

En este estudio existié un bajo nivel de divergencia molecular entre las especies,
pero aun asi se propone realizar cambios en la clasificacion subgenérica realizada por
Luer (1993), la nueva clasificacion subgenérica deberia ser similar a la obtenida en

este estudio molecular.

3.3 Georreferenciacion

La busqueda en la base de datos en Tropicos (2017) permitio recabar informacion

para el andlisis de zonas de diversificacion del género Dracula, ver anexo 3.

El género Dracula esta particularmente diversificado en la cordillera central y en los
Andes occidentales desde el sureste de México hasta Perd como lo mencionan
Calderon y Farfan (2003), esto es corroborado en el mapa de distribucion geografica

de la Figura 16 .
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Distribucion geografica del género Dracula
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Figura 16. Zonas de diversificacion del genero Dracula.

Nota: Imagen “A” representa la distribucion de especies del género Dracula a nivel del mundo.
Imagen “B” representa la distribucion de especies del género Dracula a nivel de Ecuador; las especies
se representan con puntos rojos y las zonas de diversificacion se representan con circulos blancos.
Fuente: Informacion obtenida del programa DIVA-GIS v.7 (Hijmans et al., 2004).

En los andes, las zonas de diversificacion de Dracula fueron en: Carchi, Imbabura,
Pichincha, y Bolivar; dentro de las provincias amazoénicas, Dracula se encontré con
mayor densidad en Morona Santiago a diferencia de Sucumbios y Zamora
Chinchipe.

Se observo que la zona mas diversa del mundo es la provincia Carchi con alrededor
de 13 especies como son: D. gigas, D. levii, D. erytrocodon, D. psyche, D.
andreettae, D. fuliginosa, D. iricolor, D. radiella, D. chiroptera, D. terborchii, D.
trigonopetala, D. lindstroemii y D. vespertilio en una altura entre 1192 — 2413 msn.
Las especies integradas en esta zona de diversificacion con excepcién de D.

andreettae, D. iricolor y D. terborchii se asemejan a la agrupacion VII conformada
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en el arbol filogenético Neighbor-Joining de regiones matK y rpoC1 concatenadas
del género Dracula; por lo que se podria deducir que existe una relacién entre la
distribucién geogréfica con la conformacion filogenética (Hernandez-Pellicer, 2003).
En el sur del pais tenemos D. simia, D. dalessandroi, D. mendozae y D. deltoidea.

La provincia de Imbabura también formé una zona de diversificacion con D.
chiroptera, D. morley, D. felix y D. lafleuri.

Antioquia es el departamento del noroeste de Colombia donde se evidencié otra zona
de diversificacion de Dracula con D. chimaera, D. platycrater y D. wallisii.

Las especies agrupadas dentro de Antioquia, Imbabura y del sur del pais no
presentan similitud con el arbol filogenético Neighbor-Joining de regiones matK y
rpoC1 concatenadas.

Existieron registros de especies de Dracula que lograron cruzar la barrera de la
cordillera de los andes como fue el ejemplo de D. vespertilio que logro llegar hasta la

Amazonia.
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4. Conclusiones

El muestreo realizado en 7 lugares diferentes logro abarcar todas las 56 especies
descritas en el Ecuador con repeticiones de hasta 3 individuos por especie.

El protocolo de extraccién quimica Doyle y Doyle resultd exitoso para extraer ADN
de muestras de orquideas especificamente del género Dracula.

Las condiciones establecidas en el termociclador permitieron amplificar las tres
regiones matK, rpoCl y rpoB obteniendo buenos productos de ADN para la
secuenciacion.

Los marcadores moleculares que presentaron el menor potencial de discriminacion
son los marcadores rpoCly rpoB siendo el mejor marcador matK por presentar
mayor variabilidad interespecie segun lo establecido en los arboles filogenéticos.
Aunque el andlisis de los marcadores matK y rpoC1 concatenados pudo establecer
las mejores relaciones filogenéticas dentro del género Dracula, se pudo determinar
que se requiere de mas marcadores informativos y de un muestreo completo de
especies pertenecientes a todo el género y no solo de Ecuador.

La clasificacién subgenérica del género Dracula conocida hasta el momento se
evidencia que existe una considerable confusidn, segun los resultados obtenidos de

los datos BARCODE que facilitaron la identificacion de problemas taxondémicos.
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5. Recomendaciones

Realizar una correcta identificacion morfoldgica para la coleccién de muestras.

Realizar el transporte de muestras colectadas en frio para evitar la oxidacion y la
degradacion del material genético. Investigar con nuevas regiones de ADN
cloroplastico y nuclear que permitan resolver las inconsistencias subgenéricas del

género Dracula.

Continuar con los estudios moleculares con un mayor nimero de especies del género

Dracula, con el fin de corroborar la eficiencia de los cddigos de barra de ADN en la

identificacion de este género.
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7. Anexos

Anexo 1. Condiciones de temperatura en el termociclador.

Desnaturalizacion 94 1 min 1
inicial

Desnaturalizacion 94 30s
Hibridacion 53 40's 30
Elongacion 72 40s
Elongacion final 72 5 min 1

Nota: Protocolo de amplificacion con temperatura y tiempo para PCR convencional
Fuente: Autor.
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Anexo 2. Resultados de la extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN

NU'\[;IE RO | copico be NOMBRE E)ggﬁl‘c' AMPLIFICACION | SECUENCIACION
MUESTRA | COLECCION CENILECS DE ADN | matK | rpoCL1 | rpoB | matK | rpoC1 | rpoB
1 3635 Dracula alcithoe + + + + . } +
2 3724 Dracula alcithoe + + - - + . -
3 3482 Dracula andreettae + + + + + + .
4 3489 Dracula andreettae + + + + +

5 3559 Dracula andreettae + + + + + + +
Dracula andreettae + +

6 3537 X xantiana + + + + +
7 3565 Dracula bella + + + + + +
8 3608 Dracula bella + + - - + ) -
9 3411 Dracula chimaera + + + + - +
10 3483 Dracula chimaera + + + + + +
11 3567 Dracula chimaera + + i, + " ] +
12 3417 Dracula chimaera + + + + + + +
13 3552 Dracula chiroptera + + + + + + +
14 3413 Dracula cordobae + + + + + + -
15 3653 Dracula cordobae + + + + - . +
Dracula s ]

16 3442 dalessandroi + + + + )
Dracula . .

17 3487 dalstroemii + + + + +
Dracula . ]

18 3490 dalstroemii + + + + .
Dracula ] ]

19 3693 dalstroemii + + - - -
20 3574 Dracula deltoidea + + + - + + -
21 3672 Dracula deltoidea + + + + + +
22 3535 Dracula dodsonii + + + + + + -
23 3586 Dracula dodsonii + + - - + . -
24 3638 Dracula dodsonii + + - - + ) -
Dracula . ]

25 3412 erytrocodon + + + + +
Dracula . .

26 3572 erytrocodon + + - .
27 3410 Dracula felix + + + + + + +
28 3708 Dracula felix + + - - ; ) -
29 3429 Dracula fuligifera + + + + + n +
30 3636 Dracula fuligifera + + - - + . i
31 3493 Dracula fuliginosa + + + + " + +
32 3481 Dracula gigas + + + + + + -

33 3494 Dracula gigas + + + + + +

34 3495 Dracula gigas + + - + + .
Dracula gigas . .

35 3419 (amarilla) + + + + +
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Dracula gigas

36 3619 (black) + + - + -
Dracula gigas R
37 3408 (Rosada) + + + - - -
Dracula gigas
38 3612 (amarilla) + + - ) - - l
39 3532 Dracula hirsuta + + + + + + +
40 3578 Dracula hirsuta + + - - + - -
41 3624 Dracula hirsuta + + - - + - -
Dracula hirsuta +
42 3600 var. Xantina + + + + :
43 3524 Dracula hirtzii + + + + + + +
44 3583 Dracula hirtzii + + - - + - -
45 3670 Dracula hirtzii + + - - + - -
Dracula hirtzii var. + +
46 3523 Xantina + + + + +
47 3444 Dracula inaequalis + + + + + + +
48 3426 Dracula iricolor + + + + + + +
49 3488 Dracula iricolor + + + + + + +
50 3563 Dracula iricolor + + - + + - +
51 3533 Dracula lafleurii + + + + + + +
52 3669 Dracula lafleurii + + + + + - +
53 3498 Dracula levii + + + + + + +
Dracula N R
54 3544 lindstroemii + + + +
55 3538 Dracula lotax + + + + +
56 3632 Dracula lotax + + - - + - -
Dracula lotax x
57 3579 adriane + + - ) + - -
58 3548 Dracula mantissa + + + + + + +
59 3675 Dracula mantissa + + - + - -
60 3520 Dracula marinii + + + + + + -
61 3585 Dracula marinii + + - - + - -
62 3590 Dracula marinii + + - - + - -
Dracula R R
63 3428 marsupialis + + + + +
Dracula N R
64 3484 marsupialis + + + + +
Dracula R R
65 3555 marsupialis + + + + -
Dracula . R
66 3564 marsupialis + + - + -
Dracula R R
67 3551 marsupialis + + + + +
Dracula
marsupialis x + +
68 3549 xantina + + + +
69 3610 Dracula mendozae + + + + + + +
70 3623 Dracula mendozae + + - - + - -
71 3667 Dracula mopsus + + + + + + +
72 3545 Dracula morleyi + + - + + -




73 3626 Dracula morleyi + - - + - - +
Dracula R .\
74 3427 navarrorum + + + + +
Dracula R .
75 3409 navarrorum + - - -
76 3615 Dracula papillosa + + + + + +
" 3617 Dracula papillosa + + - - + - -
Dracula R .\
78 3527 polyphemus + + + + +
79 3749 Dracula portillae + + + + + + +
80 3573 Dracula psyche + + + - + + -
81 3425 Dracula psyche + + + + + + +
82 3405 Dracula psyche + + - + + . -
83 3625 Dracula psyche + + - - - - -
84 3404 Dracula radiella + + + + - + -
85 3570 Dracula radiella + + - + + - +
86 3421 Dracula rezekiana + + + + + + +
87 3521 Dracula rezekiana + + + + + +
88 3613 Dracula rezekiana + + - - + - -
Dracula
89 3536 sibundoyensis + + + ) + + )
Dracula
90 3582B sibundoyensis + + - ) + - l
Dracula
91 3717 sibundoyensis - i - - i
92 3400 Dracula simia + + + +
93 3401 Dracula simia + + + + + +
Dracula simia/ D. + +
94 3542 alcithoe + + - + -
95 3576 Dracula smaug + + + + + + +
96 3403 Dracula sodiroi + + + + + +
97 3500 Dracula sodiroi + + + + + - +
98 3584 Dracula sodiroi + + - - + - -
Dracula R .\
99 3526 soennemarkii + + + + -
100 3424 Dracula sp. + + + + + + -
101 3414 Dracula sp. + + + + + + +
102 3554 Dracula sp. + + + + + - +
103 3557 Dracula sp. + + + + + - +
104 3558 Dracula sp. + + + + + . +
105 3562 Dracula sp. + + - + + ) +
106 3530 Dracula sp. + + + + + . +
107 3541 Dracula sp. + + + + + + +
108 3553 Dracula sp. + + + + + + +
109 663 Dracula sp. + + + + + + -
110 3491 Dracula sp. + + + + - - +
111 3492 Dracula sp. + + + + - - +
112 3496 Dracula sp. + + + + - - +
113 3499 Dracula sp. + + + + } _ .
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114 3486 Dracula sp. + + + + - - +
115 3569 Dracula syndactyla + + + + + +
116 3485 Dracula terborchii + + + + + + +
117 3525 Dracula terborchii + + + + + +
Dracula + +

118 3528 trigonopetala + + + + +
Dracula 4 +

119 3560 trigonopetala + + + + +
Dracula i i

120 3618 trigonopetala + + + - -

Dracula

tsubotae/D. + -

121 3422 christineana + + + + +

Dracula

tsubotae/D. + +

122 3740 christineana + + -
123 3531 Dracula tubeana + + + + + + +
124 3695 Dracula tubeana + + - - - - -
125 3529 Dracula ubangina + + + + + + +
126 3646 Dracula ubangina + + + + + - +
127 3402 Dracula vampira + + + + + + +
128 3480 Dracula vampira + + + + + + +
129 3547 Dracula venosa + + + + + + +
130 3566 Dracula venosa + + - + + - +
Dracula i i

131 3577 verticulosa xantina + + + + +
132 3441 Dracula vespertilio + + + + - +
133 3561 Dracula vespertilio + + + + - +
134 3703 Dracula vespertilio + + - - - - -
Dracula 4 +

135 3534 woolwardiae + + + + +
136 3550 Dracula x felix + + + + + + +
137 3593 Dracula x hawleyi + + - - + - -
138 3546 Dracula x hawleyi + + + + + - +
Dracula x + +

139 3540 Kareniae + + + + +
140 3571 Dracula x kareniae + + - + - +
Dracula x i i

141 3611 Kareniae + + - + -
Dracula x i i

142 3627 Kareniae + + - + -
Dracula x N +

143 3522 pinasensis + +
144 3539 Dracula x sijmii + + + + + + +

Fuente: Autor
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Anexo 3. Datos de georreferenciacion del género Dracula

Namero | NOMBRE CIENTIFICO | LATITUD |LONGITUD |ELEVACION COLECCIONISTA ANO PAIS - PROVINCIA
1 Dracula alcithoe 0.25 78.4 1900m | Stig Dalstrom, T. H%‘é‘; 'T\'/"I‘“S'E”k wanntorp & | 1993 | Ecuador - Imbabura
2 Dracula andreettae 0.9 -78.1 2275 m Brad Boyle & Jason C. Bradford 1993 Ecuador - Carchi
3 Dracula andreettae 1.0333 -78.2167 2000 m Carl A. Luer & et al. 1977 Ecuador - Carchi
4 Dracula chimaera 6.6667 -76.3333 2150 m Gordon McPherson 1988 Colombia - Antioquia
5 Dracula chiroptera -0.25 -78.7333 1800 m Carl A. Luer & Benigno Malo 1977 Ecuador - Pichincha
6 Dracula chiroptera -0.4167 -78.7833 1600 m Carl A. Luer 1988 Ecuador - Pichincha
7 Dracula Christineana -2.1667 -81.8333 - Carl A. Luer 1996 Ecuador
8 Dracula cordobae -3.6661 -79.65 950 m Carl A. Luer 1985 Ecuadgr -ElOroylLos

Rios - Zamora
9 Dracula dalessandroi -4.4333 -79.65 2400 m Stig Dalstrém & T. Hoijer 1986 | Ecuador Zamora chinchipe
10 Dracula dalstroemii 1.0333 -78.2167 2500 m Stig Dalstrom 1983 Ecuacor - Carchi
11 Dracula dalstroemii -2.1667 -81.8333 - Rodrigo Escobar - Ecuador
12 Dracula deltoidea 40333 | -78.9833 | 2800m Carl A. Luer 1977 Ecuador - Zamora
chinchipe

13 Dracula diana 5.775 -74.3417 - Carl A. Luer 1978 Colombia
14 Dracula dodsonii -0.2222 -78.7786 1700 m Vlastimil Zak 1986 Ecuador - Pichincha
15 Dracula dodsonii 0.0667 -78.6667 2160 m Calaway H. Dodson & T.A. Dodson 1986 Ecuador - Pichincha
16 Dracula dodsonii 02314 | -78.8028 | 10002200 Jaime L. Jaramillo & Vlastimil Zak 1985 |  Ecuador - Pichincha
17 Dracula erythrocodon 0.8667 -78.1167 2000&12500 W. Scott Hoover 1987 Ecuador - Carchi
18 Dracula erythrocodon 0.9 -78.1 2000 m Stig Dalstrém & et al. 1996 Ecuador - Carchi
19 Dracula felix 0.8333 -78.3331 1400 m Calaway H. Dodson & L.B. Thien 1961 Ecuador - Carchi
20 Dracula felix -0.25 -78.7333 2000 m Carl A. Luer 1978 Ecuador - Pichincha
21 Dracula fuliginosa -1.3911 -78.2939 2000 m Carl A. Luer 1979 Ecuador - Pastaza
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22 Dracula gigas 0.8667 -78.1 2550 m Benjamin Ollgaard & H. Balslev 1976 Ecuador - Carchi

23 Dracula gigas 1.0333 -78.2167 1800&]2200 Carl A. Luer & et al. 1978 Ecuador - Carchi

24 Dracula hirsuta -3.1667 -78.5167 1600 m Carl A. Luer & et al. 1980 | Ecuador - Morona Santiago
25 Dracula hirtzii 0.25 -78.4 2100 m Stig Dalstrom 1992 Ecuador - Imbabura

26 Dracula hirtzii -0.4333 -78.55 2000 m Carl A. Luer & et al. 1978 Ecuador - Pichincha

27 Dracula inaequali -2.1667 81,8333 | 1800 &2400 Carl A. Luer & et al. 2001 ECI\L;I%drgLé Ismart:?iggga i
28 Dracula iricolor 1.0333 -78.2167 2300 m Carl A. Luer & et al. 1978 Ecuador - Carchi

29 Dracula iricolor -0.4167 -78.7833 900 m Carl A. Luer 1988 Ecuador - Pichincha

30 Dracula lafleurii (negra) -2.1667 -81.8333 1450 m Carl A. Luer 2001 Ecuador - Imbabura

31 Dracula levii 1.0333 -78.2167 2600 m Carl A. Luer & et al. 1978 Ecuador - Carchi

32 Dracula levii 0.85 -78 2500 m Stig Dalstrém 1992 Ecuador - Carchi

33 Dracula lotax -2.1667 -81.8333 1200 m Calaway H. Dodson & Alvin Embree 1985 Ecuador -

34 Dracula lotax -1.3911 -78.2939 1000 m Carl A. Luer 1977 Ecuador - Pastaza

35 Dracula mantissa -0.25 -78.7333 1900 m Carl A. Luer & et al. 1979 Ecuador - Pichincha

36 Dracula mantissa 5.775 -74.3417 1850 m Carl A. Luer 1991 CO'OmQ:;U';f:”iC of
37 Dracula mopsus -1.11 -79.2 1200 m Carl A. Luer & et al. 1979 Ecuador - Cotopaxi

38 Dracula mopsus -3.6831 -79.6167 1300 m Carl A. Luer & et al. 1981 | Ecuador - El Oro y Manabi
39 Dracula morleyi -2.1667 -81.8333 1900 m Alexander Hirtz 1995 Ecuador -

40 Dracula navarrorum -0.2167 -78.5 200 - 2200 m Stig Dalstrom 1992 Ecuador - Pichincha

41 Dracula papillosa 0.8331 -78.5 300 m Alexander Hirtz 1991 Ecuador - Esmeraldas
42 Dracula platycrater 6.55 -76.3167 785 -880m Alvaro Cogollo P. 1988 Colombia - Antioquia
43 Dracula polyphemus 0.2833 -78.3833 2000 m Stig Dalstréom 1983 Ecuador - Imbabura

44 Dracula polyphemus -0.25 -78.7333 2000 m Carl A. Luer & et al. 1978 Ecuador - Pichincha

45 Dracula portillae -3 -78.6167 2000 m Carl A. Luer & et al. 1980 | Ecuador - Morona Santiago
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46 Dracula psyche 1.0333 -78.2167 2000 m Carl A. Luer 1978 Ecuador - Carchi
47 Dracula radiella 1.0333 -78.2167 2400 m Carl A. Luer 1977 Ecuador - Carchi
48 Dracula rezekiana 0.05 -77.3331 850 m Carl A. Luer & et al. 1986 Ecuador - Napo
49 Dracula rezekiana -2.8667 -78.3661 1300 m Alexander Hirtz 1999 | Ecuador - Morona Santiago
50 Dracula sibundoyensis 0.5 -77.5 2200 m Stig Dalstrom 1992 Ecuador - sucumbios
51 Dracula simia 40333 | -78.0833 | 10002000 Carl A. Luer 1976 EC”i‘:}?;C'h?sgmra
52 Dracula sodiroi 0.0167 -78.79 1940&12000 Efrain Freire, Carlos E. Cerdn & R. Morillo 1996 Pichincha Ecuador
53 Dracula sodiroi -0.02 -78.79 2000 m Carl A. Luer & et al. 1979 Pichincha Ecuador
54 Dracula terborchii 1.0333 -78.2167 1200 m Tropicos / George Schudel 1999 Ecuador - Carchi
55 Dracula tsubotae 5.775 -74.3417 - R. Barrow 2002 Colombia - Narifio
56 Dracula tubeana -0.25 -78.7333 2000 m Carl A. Luer 1978 Ecuador - Pichincha
57 Dracula ubangina -0.0833 -78.5 1800 m Stig Dalstrém 1992 Ecuador - Pichincha
58 Dracula vampira -0.25 -78.7333 2000 m Carl A. Luer 1977 Ecuador - Pichincha
59 Dracula venosa 0.9167 -78.1 2600 m Carl A. Luer 1988 Ecuador - Carchi
60 Dracula vespertilio 1 -78.15 1400 m Carl A Luliri,r';];rz Jl‘uua?’ dﬁlla(iae?(rjgr Hirtz, X. 1991 Ecuador - Pichincha
61 Dracula wallisii 5.775 -74.3417 1300 m Carl A. Luer 1988 Colombia - Antioquia
62 Dracula woolwardiae 0.5 -78.75 2100 m Stig Dalstrém, T. Hoijer & Hans-Erik Wanntorp | 1993 Ecuador - Imbabura
63 Dracula woolwardiae -1.4 -79.01 1250 m Hicr:fz rll Jﬁéllq‘gg’lj?:ﬁ (;" UI\E;Ir., @ ;flgﬁpodg E.I%{v)a(r. ‘0 1991 Ecuador - Bolivar
64 Dracula woolwardiae 0.5314 -78.66 1200 m Tropicos / Carl A. Luer & et al. 1993 Ecuador - Pichincha
65 Dracula x hawleyi 1.0333 -78.2167 2500 m Carl A. Luer & et al. 1976 Ecuador - Carchi
66 Dracula x sijmii -2.1667 -81.8333 1800 m Adriana P. Sijm 1997 Ecuador - Carchi

Fuente: (Tropicos, 2017).
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